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Résumé 
Chez  les Archaea,  tous  les processus  informationnels,  transcription  incluse,  sont effectués par des 
protéines proches de celles des Eukarya. Alors que la machinerie transcriptionnelle des archées a été 
bien  caractérisée  structurellement et  fonctionnellement,  très peu d’informations  sont disponibles 
sur  la  régulation de  son  activité.  En  travaillant  à  la  fois  avec des modèles  cellulaires  (crénarchée 
hyperthermophile Sulfolobus islandicus) et viraux, nous avons pu réaliser une étude approfondie de 
trois  régulateurs  transcriptionnels  et  mieux  comprendre  les  mécanismes  de  régulation 
transcriptionnelle  chez  les  archées.  Au  cours  de  cette  thèse,  deux  régulateurs  viraux,  SvtR  et 
AFV1p06, et un régulateur cellulaire, Sta1, ont été étudiés. Concernant SvtR, codé par le virus SIRV1 
qui  infecte  S.  islandicus,  nous  avons  poursuivi  la  recherche  précédente,  qui  avait  permis  de 
déterminer sa structure et sa fonction, en nous focalisant sur la caractérisation de l’ensemble de ses 
cibles dans le génome viral et sur l’étude de son mécanisme d’action. Pour cela, la séquence du site 
consensus reconnu par SvtR a été établie à  l’aide de  la mutagénèse systématique d’un de ses sites 
déjà caractérisés. Ce site est présent dans les promoteurs de dix gènes de SIRV1 montrant que SvtR 
pourrait réguler l’activité de plus de 20% des gènes viraux. Ses cibles incluent tous les gènes codant 
pour  les protéines de  la capside virale. L’analyse  fonctionnelle  réalisée sur une partie des sites de 
liaison de SvtR a permis de démontrer qu’il s’agit d’un régulateur polyvalent agissant, selon la cible, 
en tant que activateur ou répresseur transcriptionnel. En prenant comme modèle  le promoteur du 
gène gp30, nous avons pu démontrer par plusieurs approches que  la  régulation de ce promoteur 
inclut  la polymérisation de  la protéine depuis  son  site de  liaison principal  jusqu’à  la TATA‐box du 
promoteur. Il s’agit d’un mécanisme de régulation de transcription à distance original et inédit chez 
les  archées.  La  structure  de  l’autre  régulateur  viral  étudié,  AFV1p06,  codé  par  le  virus AFV1  qui 
infecte Acidianus hospitalis, révèle  la présence au sein de cette protéine d’un domaine en doigt de 
zinc C2H2,  considéré  jusqu’à présent  comme  spécifique des eucaryotes. Nous  avons démontré  la 
capacité d’AFV1p06 à se lier à l’ADN avec une préférence pour les régions riches en GC. AFV1p06 est 
la première DNA binding protéine d’archées de ce type caractérisée in vitro. Le troisième régulateur 
transcriptionnel,  Sta1,  est  codé  par  le  génome  des  Sulfolobales.  Il  est  capable  d’activer  la 
transcription de gènes viraux, ainsi que du gène chromosomique radA en réponse à un dommage à 
l’ADN.  Pour  comprendre  son  rôle  dans  la  cellule,  nous  avons  tenté  de  réaliser,  sans  succès,  un 
mutant knock‐out du gène sta1 de S.  islandicus RYE15A, ce qui  indique que  le gène sta1 serait un 
gène  essentiel.  L’étude de  l’interaction hôte‐virus  sur  le modèle  S.  islandicus  LAL14/1  est un des 
sujets principaux de notre  laboratoire. Le séquençage du génome de cette souche a ouvert  la voie 
pour  établir  un  système  génétique.  Plusieurs mutants  KO  de  LAL14/1  (pyrEF‐; ΔCRISPR1)  ont  été 
construits. L’impossibilité d’inactiver un autre gène candidat, topR2, codant pour une réverse gyrase, 
indique qu’il s’agit d’un gène essentiel. La construction du mutant ΔCRISPR1 est  la première étape 
pour obtenir un dérivé de LAL14/1 dépourvu de système CRISPR, un mutant  très utile pour mieux 
comprendre  l’implication des CRISPRs dans  le phénotype de résistance de LA14/1 au virus SIRV1 et 
leur  rôle  chez  les  archées  en  général.  L’ensemble  des  résultats  de  cette  thèse  contribue  à  la 
meilleure compréhension du fonctionnement moléculaire chez les archées et leurs virus.  
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Abstract 
In Archaea cells all information processes, including transcription, are performed by the Eukarya‐like 
proteins. While  the  transcriptional machinery of  archaea has been well  characterized  structurally 
and  functionally,  very  few  information  concerning  the  regulation  of  its  activity  is  available.  By 
working with both cell (crenarchaeota Sulfolobus islandicus) and viral models, we have performed an 
in‐depth study of three transcriptional regulators: two viral regulators, SvtR and AFV1p06, and a cell 
regulator Sta1. The obtained results allow  to better understand  the mechanisms of  transcriptional 
regulation  in  archaea.  Concerning  the  protein  SvtR  encoded  by  the  virus  SIRV1  that  infects  S. 
islandicus, we continued the research project that had identified its structure and function. We were 
focused on  identification and characterization of all of SvtR targets  in the viral genome and on the 
study of the mechanisms of regulation. For this purpose, we established the sequence of consensus 
site recognized by SvtR using systematic mutagenesis of one of  its previously characterized binding 
sites. This site is present in the promoters of 10 genes meaning that SvtR may regulate the activity of 
more  than 20% of SIRV1 genes.  Its  targets  include all known genes encoding proteins of  the viral 
capsid. Functional analysis of SvtR has demonstrated that, according to the target, this protein  is a 
versatile regulator acting as transcriptional activator or repressor. Taking as a model the gp30 gene 
promoter, we demonstrated by  several  approaches  that  regulation of  this promoter  includes  the 
polymerization of the protein from its primary binding site towards the TATA‐box. Such a mechanism 
of  transcriptional  regulation  is new  in archaea. Second, we performed a  structural analysis of  the 
protein  AFV1p06  encoded  by  the  virus  AFV1  which  infects  Acidianus  hospitalis.  The  structural 
analysis  of  AFV1p06  revealed  the  presence  of  a  C2H2  zinc  finger  domain  regarded  hitherto  as 
specific  to  eukaryotes. We  demonstrated  that  AFV1p06  has  ability  to  bind  specifically  to  DNA 
sequences  rich  in GC. AFV1p06  is  the  first  archaeal DNA binding protein with  zinc  finger domain 
characterized  in  vitro.  The  third  transcriptional  regulator,  Sta1  is  encoded  by  the  genome  of 
Sulfolobales. The protein RadA  is able to activate the transcription of viral as well as chromosomal 
genes in response to DNA damage. To understand its role in the cell, we attempted, without success, 
to knockout the sta1 gene in S. islandicus RYE15A. This result indicates that the sta1 gene is probably 
essential.  The  strain  S.  islandicus  LAL14  /1  is  a  model  strain  to  study  host‐virus  interaction  in 
archaea. The sequencing of the genome of this strain opened the way to establish a genetic system 
for  this model  and  allowed us  to  construct  knockout mutants  for  several  LAL14/1  genes  (pyrEF‐; 
ΔCRISPR1). Our unsuccessful attempts to inactivate topR2, another candidate gene encoding reverse 
gyrase  indicate  that  topR2  function  could be  essential.  The  construction of  the ΔCRISPR1 mutant 
opens the way to obtain a derivative of LAL14/1 entirely  lacking the CRISPR system. Such a mutant 
will be very useful  for the  future studies of  function and role of CRISPRs  in archaea  in general but 
also will allow to verify the hypothesis of involvement of CRISPRs in the phenotype of resistance of 
LA14/1 to SIRV1. All the results of this thesis contribute to an improved understanding of molecular 
mechanisms in archaeal cells and their viruses. 
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1. Archées 
1. Découverte des archées et émergence du domaine Archaea 
Avec les Bacteria et les Eukarya, les Archaea forment un des trois domaines du vivant (Figure 1). La  
découverte  de  ce  groupe  d’organismes  a  été  retardée  de  plusieurs  décennies  car  les  cellules 
d’archées ont  l’apparence typique des cellules bactériennes et peuvent facilement être confondues 
avec ces dernières. Ce sont les travaux de G. Fox et C. Woese réalisés à la fin des années 70 (Woese 
et Fox, 1977) qui ont révélé l’existence insoupçonnée des archées. Les conclusions qui découlent de 
ces  travaux  ont  marqué  un  tournant  dans  notre  vision  de  l’évolution  et  de  la  phylogénie  des 
organismes cellulaires. Ces chercheurs ont introduit des critères objectifs de classification du monde 
du vivant, fondés sur des approches moléculaires impliquant l’étude des séquences d’ADN ou d’ARN. 
Cela a bouleversé la classification dichotomique (eucaryote/procaryote) du vivant largement admise 
à  cette époque. S’inspirant des  idées de  L. Pauling et d’E. Zuckerkandl,  les pères de  la phylogénie 
moléculaire (Zuckerkandl   et Pauling, 1965), C. Woese a été  le premier à développer des approches 
moléculaires  fiables, applicables à  tous  les organismes cellulaires et permettant de  ré‐analyser  sur 
cette  base,  l’arbre  du  vivant.  Il  a  comparé  les  séquences  des  ARN  ribosomaux  (16S  chez  les 
procaryotes  et  18S  chez  les  eucaryotes),  molécule  informationnelle  présente  chez  tous  les 
organismes cellulaires (Fox et al. 1977) pour établir le nouvel arbre universel du vivant. Son analyse a 
confirmé que les eucaryotes et les bactéries formaient deux domaines distincts et a mis en évidence 
un  troisième  groupe  incluant  des  organismes  procaryotiques  précédemment  classés  d’après 
l’organisation morphologique  de  leurs  cellules  parmi  les  bactéries.  Il  s’agit  de méthanogènes,  et 
certains  représentants  des  halophiles  et  des  hyperthermophiles.  Le métabolisme  particulier  des 
organismes  de  ce  nouveau  groupe,  rappelant  par  certains  paramètres  les  conditions  de  la  Terre 
primitive,  ont  conduit  au  départ  (et  à  tort)  à  la  perception  des  archées  comme  des  organismes 
anciens et à les nommer Archaebacteria, du grec « arkhaia » pour ancien (Woese et al. 1977). 
 
Figure 1 : L’arbre phylogénétique universel, montrant les trois domaines du vivant (modifié d’après 
Woese et al., 1990 et Gribaldo and Brochier‐Armanet., 2006). 
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La  découverte  ultérieure  d’autres  groupes  d’archées  comme  les  archées  halophiles  (Magrum, 
Luehrsen et al. 1978) ou les archées hyperthermophiles (Stetter 1996) a permis de s’apercevoir que 
les archées ne constituent pas un groupe plus ancien comparé aux eucaryotes ou aux bactéries. Le 
domaine  Archaeabacteria  fut  renommé  plus  tard,  Archaea  (Woese  et  al.  1990).  Désormais,  trois 
domaines du vivant sont reconnus : Archaea (archées), Bacteria (bactéries) et Eukarya (eucaryotes) 
(Figure 1). L’histoire fascinante de  la découverte des archées a été décrite en détails dans plusieurs 
ouvrages, notamment récemment dans « Microbes de l’enfer » de Patrick Forterre et l’influence des 
travaux de C. Woese et W. Zillig sur  la science et  la biologie ont été discutés dans un papier récent 
(Albers et al., 2013). 
2. Organisation générale de la cellule chez les archées 
D’un point de vue morphologique, les cellules d’archées sont des cellules procaryotes typiques : elles 
ne  possèdent  ni  noyau  ni  organites.  En  étant  un  groupe  monophylétique,  toutes  les  archées 
partagent des traits moléculaires principaux communs présentés dans le Tableau 1. L’analyse de ces 
données  indique  clairement  le  caractère  mosaïque  de  l’organisation  moléculaire  des  cellules 
d’archées  qui  « empruntent  »  certaines  fonctions  (et  les  gènes  correspondants)  au  domaine  des 
bactéries et d’autres à celui des eucaryotes.  
Tableau  1 :  Comparaison  des  principales  caractéristiques  des  Archaea,  Bacteria  et  Eukarya.  Les 
traits  caractéristiques  des  archées,  soit  uniques,  soit  partagés  avec  les  eucaryotes  ou  avec  les 
bactéries,  sont  résumés.  Comme  les bactéries,  les  cellules  des  archées  sont de petite  taille  et  ne 
possèdent ni de noyau ni d’organites,  il est généralement  impossible de  les différencier des cellules 
bactériennes sans faire au préalable une analyse moléculaire ou chimique (modifié d’après Gribaldo 
and Brochier‐Armanet, 2006; Prangishvili et al., 2006). 
  ARCHAEA  BACTERIA  EUKARYA 
Taille  1‐4µm  1‐4µm  > 5µm 
Matériel génétique  Chromosome 
circulaire 
Chromosome 
circulaire 
Plusieurs 
chromosomes 
linéaires 
Organelles  Non  Non  Oui 
Noyau  Non  Non  Oui 
Système CRISPR  Oui  Oui  Non 
Liaison des lipides  Ether  Ester  Ester 
Chaînes carbonées   Isoprènes  Acides gras  Acides gras 
Tête phosphate  L‐glycérol‐1‐
phosphate 
D‐glycérol‐3‐
phosphate 
D‐glycérol‐3‐
phosphate 
Réplication/transcription/traduction  Type eucaryote  Bactérien  Eucaryote 
ARN polymérase  1 type,  
13 sous‐unités 
1 type,  
4 sous‐ unités 
5 types,  
12 sous‐unités 
Régulation de la transcription  Type bactérien  Bactérien  Eucaryote 
Histones  Oui  Non  Oui 
ARNr  5S, 16S, 23S  5S, 16S, 23S  5S, 8S, 18S, 28S 
Synthèse des protéines  Ribosome 70S  Ribosome 70S  Ribosome  70S  et 
80S 
Méthanogénèse  Oui  Non  Non 
Pathogène pour l’homme  Non  Oui  Oui 
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Il est admis que, globalement, les protéines impliquées dans les principaux processus informationnels 
chez les archées, comme la réplication (Barry and Bell, 2006; de Koning et al. 2010), la transcription 
(Werner and Grohmann, 2011),  la  traduction  (Londei, 2005; Steitz, 2008) et  la réparation de  l’ADN 
(Kelman and White, 2005; Fujikane et al., 2010) sont codées par des gènes orthologues proches de 
ceux des eucaryotes.  
En outre, les archées compactent leur génome en utilisant des protéines assez similaires aux histones 
des eucaryotes (Reeve et al., 2004; Wilkinson et al., 2010) ou d’autres protéines  impliquées dans  la 
structuration des chromosomes (Sandman and Reeve, 2005). 
D’autre part,  les protéines opérationnelles des archées, comme par exemple celles  impliquées dans 
le métabolisme  cellulaire de base,  sont davantage  liées, d’un point de  vue évolutif, aux protéines 
bactériennes. Aussi, l’organisation générale de la cellule archée rappelle fortement  celle de la cellule 
bactérienne.  La  taille  de  la  cellule,  l’absence  de  noyau,  les  chromosomes  circulaires  de  taille 
d’environ  2‐3 Mb,  l’organisation  des  gènes  en  opérons  se  rapportent  clairement  aux  bactéries. 
D’autres  détails  du  fonctionnement  cellulaire  chez  les  archées  rappellent  ceux  décrits  chez  les 
bactéries.  Par  exemple,  comme  chez  les  bactéries,  il  y  a  le  couplage  entre  la  transcription  et  la 
traduction  chez  les  archées  (French  et  al.  2007).  Egalement  en  amont  du  premier  codon,  une 
séquence est détectée chez les archées ayant le même rôle que la séquence Shine‐Dalgarno chez les 
bactéries. 
Comme  il sera discuté plus  loin  (Chapitre  I.4),  la régulation de  la  transcription chez  les archées est 
réalisée par des protéines régulatrices très proches de celles connues chez les bactéries.  
Pour terminer, les archées et les bactéries partagent un système d’immunité acquise assurée par les 
séquences  CRISPRs  et  les  gènes  cas.  Les  CRISPRs  inactivent  les  virus  et  d’autres  éléments  extra 
chromosomiques  procurant  aux  archées  et  aux  bactéries  une  immunité  contre  l’infection  par  ces 
ADNs mobiles et infectieux.  
Les  archées  possèdent  également  des  propriétés  uniques  qu’elles  ne  partagent  avec  aucun  autre 
domaine  (Tableau  1). Ainsi,  la  composition  chimique de  leur membrane  cellulaire  est unique.  Les 
phospholipides  constituant  la membrane  des  archées  sont  composés  de  longues  chaînes  d’alcool 
isopréniques, liées au glycérol‐3‐phosphate par des liaisons éther tandis que chez les bactéries et les 
eucaryotes, il s’agit d’acides gras liées au glycérol‐1‐phosphate par une liaison ester (Figure 2).  
De plus,  chez  certaines  archées,  la membrane  lipidique bicouche est  remplacée partiellement par 
une membrane monocouche  formée de  tétra‐éthers  atypiques présentant deux  têtes hydrophiles 
reliées par leurs chaines alkyles.  
La composition chimique particulière et la structure en monocouche de la membrane des archées lui 
donnent une  très  forte  résistance  aux  facteurs de  stress,  surtout  à haute  température  (Valentine 
2007).  
Enfin, le peptidoglycane présent dans la majorité des parois cellulaires bactériennes est absent chez 
les archées, à l’exception de certaines espèces méthanogènes porteuses du pseudo peptidoglycane, 
une molécule structuralement proche du peptidoglycane (Kandler et al. 1978). Chez  la majorité des 
archées,  une  structure  spécifique  appelée  S‐layer  remplace  le  peptidoglycane  de  l’enveloppe 
cellulaire. Le S‐layer n’est pas une caractéristique exclusive aux archées, puisque certaines bactéries 
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et cyanobactéries en sont aussi pourvues. Composé de protéines spécifiques formant une structure 
rigide  semi‐cristalline,  le S‐layer procure aux  cellules archées  leur  forme et  leur  intégrité dans des 
milieux extrêmes (Kandler et al. 1998; Ellen et al. 2010; Albers and Meyer. 2011). 
 
Figure 2 : Comparaison de la structure chimique des membranes des Archaea et des Bacteria. Les 
phospholipides  des  membranes  des  archées  sont  composés  de  longues  chaînes  d’alcool 
isopréniques,  liées  au  glycérol‐3‐phosphate par des  liaisons  éther  tandis que  chez  les bactéries,  il 
s’agit  d’acides  gras  liées  au  glycérol‐1‐phosphate  par  une  liaison  ester.  La  membrane  lipidique 
bicouche  est  remplacée  partiellement  par  une membrane monocouche  formée  des  tétra‐éthers 
atypiques  présentant  deux  têtes  hydrophiles  reliées  par  leurs  chaines  alkyles  (d’après  Valentine, 
2007). 
3. Diversité des archées 
a. D’extrêmophiles spécialisées à mésophiles ubiquitaires 
Les  archées  présentent  une  grande  diversité,  en matière  d’habitats,  de morphologies  et  de  voies 
métaboliques  codées  par  leurs  génomes.  Initialement,  à  l’exception  peut‐être  de  certaines 
méthanogènes,  la  plupart  des  espèces  d’archées  cultivables  ont  été  isolées  dans  des  habitats 
extrêmes, d’où l’association courante des archées aux organismes extrêmophiles. 
Par  exemple,  la  première  archée  jamais  décrite  a  été  isolée  en  1878  par W.G.  Farlow  dans  un 
environnement hautement salé, présumé stérile, (Farlow, 1878). Depuis, des archées halophiles ont 
été trouvées dans la mer Morte et dans des lacs et sols hypersalins (Lawson et al., 1996). Les archées 
dites  hyperthermophiles  sont  capables  de  vivre  dans  des  conditions  de  pH  et  de  température 
extrêmes, comme  le présente  la Figure 3. Cette  résistance s’explique  le plus   probablement par  la 
composition  unique  et  la  structure  inhabituelle  de  leurs  membranes  (voir  la  section  I.1.2). 
Actuellement,  le  record  de  thermophilie,  est  établi  par  la  souche  116  de Methanopyrus  kandleri, 
d’une  source hydrothermale profonde qui est  capable de  croître à 122°C,  sous une  forte pression 
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atmosphérique (Takai et al., 2008). De plus, les archées codent pour des voies métaboliques uniques 
leur  permettant  d’utiliser  des  sources  d’énergies  inorganiques  et  de  produire  des  métabolites 
inhabituels.  Ainsi  les  archées  méthanogènes  sont  les  seuls  organismes  sur  Terre  capable  de 
transformer  le CO2  en méthane  (méthanogénèse)  (Liu  et  al., 2008).  Les  écosystèmes  abritant des 
méthanogènes incluent des biotopes très divers allant des sources chaudes géothermales, sédiments 
marins et mangroves aux systèmes digestifs de la plupart des animaux  
La surreprésentation des archées dans des endroits extrêmes a contribué à donner à ces organismes 
une image quelque peu exotique, même si leurs habitats sont loin d’être réduits aux abysses marins 
et volcans en éruption.  Il ne  faut pas oublier que des bactéries extrêmophiles existent également 
(Antranikian  et  al.,  2005)  même  si  elles  n’égalent  jamais  les  archées  par  leur  résistance  aux 
conditions extrêmes (Figure 3). 
 
Figure 3 : Prédominance des archées dans les milieux extrêmophiles par rapport aux bactéries. Sur 
l’axe des X : valeurs de pH de 0 à 7; sur l’axe Y : température de croissance optimale de 65°C à 110°C. 
Les domaines et plages de température/pH sont indiqués en rose (Archaea) et  en bleu (Bacteria). La 
région  grise  indique  la  gamme de  conditions  convenant  à  la  fois  aux  archées et  aux bactéries.  La 
prédominance des archées dans  les environnements très chauds et  très acides apparaît clairement 
(Valentine 2007). 
C’est  essentiellement  le  développement  des  approches méta‐génomiques  (DeLong,  2005)  qui  ont 
permis  au  début  du  XXIème  siècle  de  mettre  en  évidence  la  large  présence  d’archées  dans  des 
écosystèmes très divers et non extrêmes (Mardanov and Ravin, 2012), comme  les océans (DeLong, 
2005), les sédiments océaniques (Knittel et al., 2005), les sols (Leininger et al., 2006), les eaux usées 
(Tabatabaei  et al., 2010),  le  tractus digestif humain  (Gill  et al., 2006) ou encore  la peau humaine 
(Probst et al., 2013) 
Depuis  lors,  la prédominance des archées mésophiles dans  les différents habitats et  le rôle qu’elles 
jouent dans  les cycles  importants des différents habitats a été  réévaluée. La présence des archées 
dans  tous  les  principaux  écosystèmes  de  notre  planète  pointe  clairement  qu’elles  jouent  un  rôle 
écologique majeur sur Terre. Les archées sont  impliquées dans plusieurs étapes du cycle de  l’azote, 
par la dénitrification ou la nitrification des substrats (Prosser et al., 2012; Liu et al., 2010; Schleper et 
al., 2010) 
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L’implication des archées dans  l’oxydation de  l’ammonium a été découverte récemment  (Jia et al., 
2010). Il a été pensé pendant longtemps que seul un groupe particulier de bactéries était capable de 
réaliser cette transformation chimique. Les nouvelles données montrent que cette réaction peut être 
également effectuée par les archées regroupées dans le phylum Thaumarchaeota (Brochier‐Armanet 
et al., 2008) et ceci grâce à  la présence des gènes spécifiques amoA, B et C  (Schleper, 2012). Dans 
certains écosystèmes, le rôle des archées dans le cycle de l’azote semble très important. Ainsi, dans 
certains sols, les gènes amoA d’archées peuvent être jusqu’à 3000 fois plus abondants que le même 
gène d’origine bactérienne (Leininger et al., 2006). 
b. Taxonomie des archées 
Depuis  leur reconnaissance en tant que troisième domaine du vivant,  la classification des archées a 
été basée principalement sur l’analyse des séquences d’ARNr 16S. Le domaine Archaea est divisé en 
trois principaux phyla:  Euryarchaeota, Crenarchaeota et Thaumarchaeota découvertes  récemment 
(Figure 4). 
 
Figure 4 : Comparaison des propriétés moléculaires entre les phyla d’archées. Les composants des 
systèmes  impliqués  dans  la  division  cellulaire  chez  les  archées  (FtsZ,  CdvBC,  et  actine),  la 
maintenance  de  l’ADN  (topoisomérases  IA  et  IB,  histones),  l’ubiquitination  des  protéines  et  la 
transcription  (Rpb8)  systèmes  sont  répartis  inégalement  entre  les  trois  phyla  principaux 
(Crenarchaeota,  Euryarchaeota  et  Thaumarchaeota)  et  les  trois  phyla  proposés  (Korarchaeota, 
Aigarchaeota et Nanoarchaeota – inclut dans les Euryarchaeota) (Pester et al. 2011). 
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Les  Euryarchaeota  (du  grec  « euryos »  pour  « diverses »)  sont  phénotypiquement  et 
métaboliquement hétérogènes, dont  la majeure partie  sont des méthanogènes hyperthermophiles 
et des halophiles. Ce phylum est divisé en huit ordres : Archaeoglobi, Halobacteria, Methanobacteria, 
Methanococci, Methanomicrobia, Methanopyri, Thermococci et Thermoplasmata.  
Les  Crenarchaeaota  (du  grec  « crenos »  pour  « origine »)  sont  représentées  uniquement  par  des 
espèces  hyperthermophiles.  Actuellement,  il  existe  quatre  ordres :  Caldisphaerales, 
Desulfurococcales, Sulfolobales and Thermoproteales.  
La découverte de l’ubiquité de « crénarchées » mésophiles, l’analyse de la présence de gènes codant 
pour  les ARNr  16S  spécifiques dans  les  séquences métagénomiques  et  le  séquençage du premier 
génome d’une « crénarchée mésophile », Cenarchaeum symbiosum ont mis en évidence  l’existence 
dans l’arbre phylogénétique d’une branche supplémentaire aux deux grands groupes d’archées déjà 
établis  (Eury‐  et Crenarchaeota). Ainsi,  en  2008,  l’existence  du  troisième phylum  des Archaea  est 
postulée:  les Thaumarchaeota  (du grec « thauma », pour « merveilleux »)  (Brochier‐Armanet et al., 
2008) 
La  classification  des  archées  reste  toujours  un  sujet  de  controverses  (Gribaldo  et  al.  2012). 
L’existence de plusieurs autres phyla chez les archées a été suggérée dans certaines publications. La 
liste des « candidats » inclut les phyla Korarchaeota (Barns et al. 1996), Nanoarchaeota (Huber et al. 
2002), et plus récemment Aigarchaeota (Nunoura et al. 2011).  
Le phylum des Korachaeota a été proposé sur la base de la phylogénie de l’ARNr 16S car, à l’époque, 
aucune  espèce  cultivable de  ce  groupe n’était disponible  (Elkins  et  al.  2008).  La  vaste  répartition 
géographique de ce groupe a été par  la suite montrée par  les analyses PCR menées dans plusieurs 
environnements marins et terrestres géographiquement isolés, comme le Parc du Yellowstone (Barns 
et al. 1994), des sources chaudes d’Islande (Hjorleifsdottir et al. 2001) ou le bassin du Guayamas dans 
le  golfe  de  Californie  (Teske  et  al.  2002).  Le  séquençage  du  premier  génome  de  Korarchaeota, 
Korarchaeum cryptophilum, a été fait à partir d’une culture enrichie (Elkins et al. 2008). Son analyse 
pointe  la  proximité  entre  les  Korarchaeota  et  les  Crenarchaeota  qui,  très  probablement,  ne 
formeraient  qu’un  seul  phylum.  Des  analyses  supplémentaires  seront  nécessaires  pour  établir  la 
taxonomie définitive de ce groupe au sein des Archaea.  
L’existence du phylum Nanoarchaeota (du grec « nano » pour « petit »), suggérée en 2002 (Hohn et 
al.  2002),  n’a  pas  été  acceptée  unanimement  par  la  communauté  scientifique.  Ce  phylum  n’est 
composé que d’un  seul organisme, Nanoarchaeota equitans, parasite obligatoire de  la  crénarchée 
Ignicoccus hospitalis  (Huber et al. 2002). Des traces d’ARNr 16S proche de celui de Nanoarchaeota 
equitans ont été détectées dans des biotopes hyperthermophiles du Parc du Yellowstone (USA), de la 
caldera d’Uzon (Russie) et dans  les sources chaudes sous‐marines profondes de  la dorsale Pacifique 
Est  (Hohn  et  al.  2002).  L’analyse  phylogénétique  plus  récente,  portant  sur  l’ensemble  des  cadres 
ouverts  de  lecture  (ORF)  du  génome  de  Nanoarchaeota  equitans,  contredit  l’observation  faite  à 
partir de l’analyse des séquences 16S et définit ce phylum comme une possible lignée présentant une 
évolution accélérée des Euryarchaeota (Brochier et al. 2005).  
Le phylum des Aigarchaeota (du grec « agia » pour « aube ») est le dernier phylum en date proposé 
(Nunoura et al. 2011).  Il se compose actuellement des séquences des crénarchées thermophiles du 
Groupe  I,  dont  le  génome  composite  d’une  des  espèces,  Caldiarchaeum  subterraneum  est 
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actuellement  disponible  (Nunoura  et  al.  2011).  Ce  génome  possède  certaines  caractéristiques 
uniques,  comme  la présence de  gènes homologues  aux  gènes  impliqués dans  l’ubiquitination des 
protéines  chez  les  eucaryotes  (Figure  4).  Ce  phylum  pourrait  former  un  groupe‐sœur  du  phylum 
Thaumarchaeota (Nunoura et al. 2011). 
L’identification des principaux  taxons des Archaea est essentielle pour parfaire notre connaissance 
de leur diversité et de leur évolution. Quinze ans après le séquençage du premier génome d’archée, 
le  palier  symbolique  des  cent  génomes  d’archées  séquencés  est  maintenant  franchi  (Brochier‐
Armanet  et  al. 2011) mais notre  connaissance de  ce domaine  et de  sa  composition  taxonomique 
reste incomplète.  
4. Les Sulfolobales, des crénarchées modèles 
La  compréhension  de  l’organisation  et  du  fonctionnement  de  la  cellule  des  archées,  leur  rôle 
écologique,  leur origine et  leur évolution sont  indispensables pour décrire et caractériser toutes  les 
formes  de  vie  sur  Terre.  La  résolution  de  la  question  de  l’origine  de  la  vie  sur  la  planète  est 
également  impensable  sans  inclure  les  archées  dans  les modèles  biologiques  à  étudier.  La  forte 
différence de fonctionnement entre  les archées appartenant aux différents phyla ne permet pas de 
proposer  un  modèle  unique,  une  sorte  de  « E.  coli »  des  archées,  pour  tenter  à  répondre  aux 
questions posées. Chez les Euryarchaeota, plusieurs organismes comme Methanococcus maripaludis 
(Haydock  et  al.  2004;  Hendrickson  et  al.,  2008), Methanosarcina  (Welander  and Metcalf,  2008), 
Halobacterium salinarum  (Ng et al., 2008; Peck et al., 2000) et Haloferax volcanii  (Robinson et al., 
2005)  sont  établis  comme modèles  pour  les méthanogènes  et  les  halophiles  (Leigh  et  al.,  2011). 
Concernant  les Thaumarchaeota,  le progrès dans  l’étude de ce phylum souffre pour  le moment de 
l’absence  d’un modèle  cultivable  établi, malgré  une  rapide  avancée  dans  l’exploration  de  cette 
branche  très  importante  des  archées.  Enfin,  parmi  les  Crenarchaeota,  les  Sulfolobales  sont 
probablement  les mieux  caractérisées et  communément utilisées  comme un modèle  représentant 
des Crenarchaeota hyperthermophiles. 
Les  Sulfolobales  regroupent  des  archées  hyperthermophiles,  acidophiles  et  aérobes  obligatoires, 
ayant  une  croissance  optimale  autour  de  80°C  et  pH  3.  Ces  organismes  sont  présents  dans  des 
sources  chaudes  acides  et  soufrées,  à  travers  la  planète.  Le  premier membre  des  Sulfolabales,  S. 
acidocaldarius, a été décrit par T. Brock en 1972    (Brock et al. 1972) et  isolé à partir d’une source 
chaude  du  parc  naturel  du  Yellowstone  (Etats‐Unis).  Plus  tard,  différents  membres  ont  été 
caractérisés à partir de sources chaudes acides dans le monde entier, comme S. solfataricus (Naples, 
Italie; Zillig et al., 1980), S.  islandicus (Islande; Zillig et al., 1994) ou S. tokodaii (Japon; Suzuki et al., 
2002).  
Les  Sulfolobus  sont  des  organismes  chimiolithotrophes,  capables  d’utiliser  des  composés  soufrés, 
comme source d’énergie et de fixer le carbone à partir du CO2 gazeux, en respiration aérobie. (Figure 
5).  Cependant,  ils  peuvent  également  croître  comme  hétéroorganotrophes,  en  utilisant  des 
composés organiques, comme source de carbone et d’énergie, ce qui  facilite  leur maintien et  leur 
croissance en laboratoire. En effet, le temps de doublement est compris entre quatre et six heures et 
permet  une  croissance  rapide  en  48‐72  heures.  Des  milieux  solides  sont  disponibles,  grâce  à 
l’utilisation  d’un  polymère  spécifique,  un  hétéropolysaccharide  (Gellan  Gum,  nommé 
commercialement Phytagel® ou Gelrite®)  supportant,  contrairement  à  l’agar‐agar,  l’exposition  aux 
fortes températures. 
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Figure 5 : Une cellule S. islandicus typique possède une forme irrégulière en lobes. Vues prises sous 
microscopie  électronique  à  balayage  (A1)  et  à  transmission  (A2).  La  barre  d’échelle  représente 
200nm (Bize et al., 2009). 
Grâce à une croissance rapide dans les conditions de laboratoire, les Sulfolobus apparaissent comme 
des modèles très répandus pour  l’étude des processus biologiques vitaux  (réplication  (Zhang et al., 
2010); transcription (Peeters et al., 2009); traduction (La Teana et al., 2013)) et du métabolisme des 
crénarchées (Garrett et al., 2007). Les génomes des souches Sulfolobus communément utilisées ont 
été séquencés et sont disponibles : S. acidocaldarius (Chen et al., 2005), S. solfataricus P2 (She et al., 
2001),  S.  tokodaii  (Kawarabayasi  et al., 2001), Metallosphaera  sedula  (Auernik  et  al., 2008)  et  les 
souches S. islandicus REY15A et HVE10/4 (Guo et al., 2011). La souche modèle S. islandicus LAL14/1, 
utilisée dans notre  laboratoire pour  l’étude des  interactions hôte‐virus a été récemment séquencée 
(Jaubert et al., 2013) et l’établissement de l’approche génétique pour cette souche fait partie de mon 
travail doctoral dont les résultats seront présentés dans le chapitre II.2.  
Les  espèces  Sulfolobus  ont  été  la  source  d’isolation  et  de  caractérisation  d’un  grand  nombre 
d’éléments génétiques, comme les virus et les plasmides (Zillig et al., 1996; Prangishvili et al., 1998, 
2006; Peng et al., 2000; Greve et al., 2004). Ces éléments génétiques sont  intensément étudiés et 
certains ont  été utilisés pour  le développement d’outils  génétiques  (Berkner  and  Lipps, 2008) qui 
seront discutés plus loin dans ce manuscrit. 
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2. Virus d’archées  
Comme pour les membres des autres domaines de vie, les cellules d’archées peuvent être infectées 
par les virus; par ailleurs, ces virus sont spécifiques à chaque domaine. A l’exception du phylum des 
Thaumarchaeota,  les différentes espèces de virus  infectant  les Euryarchaeota et  les Crenarchaeata 
sont décrites en abondance depuis  la découverte du premier virus  infectant  les archées halophiles 
(Torsvik and Dundas, 1974). Dans les dix dernières années, un effort important a été entrepris pour 
étudier  les virus d’archées et actuellement, quarante‐deux espèces virales ont été décrites  (Pina et 
al., 2011). Dans les sections suivantes, je me focaliserai exclusivement sur les virus des crénarchées, 
puis, pour  illustrer  les détails, plus particulièrement sur deux familles de virus dont deux membres, 
SIRV1/2 et AFV1 ont été des modèles d’études dans mon travail doctoral. 
De manière générale, il est considèré que les virus sont apparus tôt dans l’évolution de la vie et qu’ils 
ont  joué un  rôle primordial dans  les  transitions évolutives majeures  (Forterre 2006). Aussi,  l’étude 
des  virus  peut  apporter  des  informations  importantes  permettant  de  mieux  comprendre  les 
mécanismes  principaux  de  l’évolution  en  générale  et  celle  du  domaine  Archaea  en  particulier 
(Forterre et al., 2013).  
Les virus d’archées ont été isolés à partir de deux types d’habitats : les environnements géothermaux 
extrêmes, dont  les  températures dépassent  les 80°C et  les eaux hypersalines  (Rachel et al., 2002; 
Prangishvili et al., 2006; Prangishvili 2013).  
Bien que le nombre de virus d’archées connus et étudiés soit limité, leur diversité morphologique est 
exceptionnelle et  inclut des morphotypes uniques.   Face à cette diversité, ces virus ont été répartis 
en huit familles bien que certains restent non classés (Tableau 2). Les morphotypes des virions sont 
montrés  dans  la  Figure  6.  Le  morphotype  tête‐queue  observé  chez  les  virus  infectant  les 
Euryarchaeota est absent des virus des Crenarchaeota (Prangishvili et al. 2005; Comeau et al. 2008; 
Forterre  et  al.  2009;  Pina  et  al.  2011).  Un  grand  nombre  des  virus  infectant  les  crénarchées 
présentent un morphotype en bâtonnet (Rudiviridae, Lipothrixviridae) ou fusiforme (Fuselloviridae). 
Quelques morphotypes  inédits  dans  le monde  vivant  peuvent  être  observés,  comme  la  forme  de 
bouteille du virus ABV (Figure 6A) (Haring et al. 2005) ou de citron du virus ATV (Figure 6B) (Haring et 
al.  2005).  Ce  dernier  virus  présente  la  particularité,  unique  dans  le  monde  vivant,  de  pouvoir 
développer ses deux extrémités hors des cellules hôtes (Haring et al. 2005). 
Les  virus  infectant  les  crénarchées  semblent  être  plutôt  du  type  lysogène;  très  peu  de  ces  virus 
provoquent la mort massive des cellules infectées (Zillig et al. 1996; Bize et al. 2009). 
Parmi les virus d’archées, seulement deux espèces possèdent un génome ADN simple brin (Pietilä et 
al., 2009; Mochizuki et al., 2012) alors que les autres sont des virus à ADN double brin (Tableau 2). De 
la même  façon que  leurs morphotypes  sont uniques,  les  virus de  crénarchées  sont  exceptionnels 
également  d’un  point  de  vue  génomique :  plus  de  90%  de  leurs  gènes  ne  montrent  aucune 
homologie avec les séquences disponibles dans les banques de données publiques (Prangishvili et al., 
2006). 
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Tableau 2 : Taxonomie et propriétés des virus infectant les Crenarchaeota (d’après Pina et al., 2011; 
Peng et al., 2012 et Prangishvili and Garrett, 2005) 
Morphologie  Organisme  Hôte  Taille (en kb)  Référence 
Bouteille  Famille Ampullaviridae ABV 
 
Acidianus 
 
Linéaire 23.8kb 
 
(Haring, Rachel et al., 2005 
Fusiforme 
Famille Bicaudaviridae 
ATV 
 
Acidianus 
 
Circulaire 62.7kb 
 
(Haring, Vestergaard et al., 2005) 
Famille Fuselloviridae 
SSV1 
SSV2 
SS‐K1 
SSVRH 
SSV4 
SSV5 
SSV6 
SSV7 
ASV1 
 
Sulfolobus 
Sulfolobus 
Sulfolobus 
Sulfolobus 
Sulfolobus 
Sulfolobus 
Sulfolobus 
Sulfolobus 
Acidianus 
 
Circulaire 15.5kb 
Circulaire 14.8kb 
Circulaire 17.4kb 
Circulaire 16.5kb 
Circulaire 15.1kb 
Circulaire 15.3kb 
Circulaire 15.7kb 
Circulaire 17.6kb 
Circulaire 24.8kb 
 
(Schleper, Kubo et al., 1992) 
(Stedman, She et al., 2003) 
(Wiedenheft, Stedman et al., 2004) 
(Wiedenheft, Stedman et al., 2004) 
(Peng 2008) 
(Redder, Peng et al., 2009) 
(Redder, Peng et al., 2009) 
(Redder, Peng et al., 2009) 
(Redder, Peng et al., 2009) 
 
Linéaire 
Famille Lipothrixviridae 
Genre Alphalipothrixvirus 
TTV1 
Genre Betalipothrixvirus 
SIFV 
AFV3 
AFV6 
AFV7 
AFV8 
AFV9 
Genre Gammalipothrixvirus 
AFV1 
Genre Deltalipothrixvirus 
AFV2 
 
 
Thermoproteus 
 
Sulfolobus 
Acidianus 
Acidianus 
Acidianus 
Acidianus 
Acidianus 
 
Acidianus 
 
Acidianus 
 
 
Linéaire 13.7kb 
 
Linéaire 40.9kb 
Linéaire 40.4kb 
Linéaire 39.6kb 
Linéaire 36.9kb 
Linéaire 38.2kb 
Linéaire 41.2kb 
 
Linéaire 21.1kb 
 
Linéaire 31.2kb 
 
 
(Janekovic, Wunderl et al., 1983) 
 
(Arnold, Zilig et al., 2000) 
(Vestergaard, Shah et al., 2008) 
(Vestergaard, Shah et al., 2008) 
(Vestergaard, Shah et al., 2008) 
(Vestergaard, Shah et al., 2008) 
(Bize, Peng et al., 2008) 
 
(Bettstetter, Peng et al., 2003) 
 
(Haring, Vestergaard et al., 2005) 
Famille Rudiviridae 
SIRV1 
SIRV2 
ARV1 
SRV 
 
Sulfolobus 
Sulfolobus 
Acidianus 
Stygiolobus 
 
Linéaire 32.3kb 
Linéaire 35.5kb 
Linéaire 24.7kb 
Linéaire 17.6kb 
 
(Prangishvili, Arnold et al., 1999) 
(Prangishvili, Arnold et al., 1999) 
(Haring, Vestergaard et al., 2005) 
(Vestergaard, Shah et al., 2008) 
Bacille  Famille Clavaviridae APBV 
 
Aeropyrum 
 
Circulaire 5.3kb 
 
(Mochizuki, Yoshida et al., 2010) 
Sphérique 
Famille Globuloviridae 
PSV 
TTSV1 
 
Pyrobaculum 
Thermoproteus 
 
Linéaire 28.3kb 
Linéaire 20.9kb 
 
(Haring, Peng et al., 2004) 
(Ahn, Kim et al., 2006) 
Gouttelette  Famille Guttaviridae SNDV 
 
Sulfolobus 
 
Circulaire 20kb 
 
(Arnold, Ziese et al., 2000) 
 
Non classés 
Isomériques 
STIV 
STIV2 
Inconnu 
HAV2 
Ovoïde 
APOV1 
Spindle‐shaped 
APSV1 
 
 
Sulfolobus 
Sulfolobus 
 
Non déterminé 
 
Aeropyrym 
 
Aeropyrum 
 
 
Circulaire 17.7kb 
Circulaire 17.6kb 
 
N.d 17.7kb 
 
Circulaire 
 
Circulaire 38kd 
 
 
(Rice, Tang et al., 2004) 
(Happonen, Redder et al., 2010) 
 
(Garett, Prangishvili et al., 2010) 
 
(Mochizuki, Sako et al., 2011) 
 
(Mochizuki, Sako et al., 2011) 
  STSV1  Sulfolobus  Circulaire 75.3kb  (Xiang, Chen et al., 2005) 
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Les  virions  avec  une  forme  linéaire  sont  vraisemblablement  prédominants  dans  beaucoup 
d’écosystèmes extrêmes (Snyder et al., 2007; Held and Whitaker, 2009). Les virus  linéaires  isolés et 
caractérisés  qui  infectent  les  crénarchées  hyperthermophiles  du  genre  Sulfolobus,  Acidianus, 
Stygiolobus et Thermoproteus ont été classés en deux familles selon  la structure de  leur virion et  la 
composition de leurs génomes : les Rudiviridae et les Lipothrixviridae (Figure 6C et 6D). De récentes 
analyses génomiques et  structurelles ont démontré un  lien évolutif  fort entre  les membres de ces 
deux  familles. Les protéines majeures de capsides des virions  forment des hélices parallèles et ces 
structures sont très similaires chez  les deux groupes, malgré une faible conservation de séquences. 
Récemment, ces résultats ont conduit à la proposition de réunir les Rudiviridae et les Lipothrixviridae 
sous un seul ordre, les Ligamenvirales (Prangishvili and Krupovic, 2012). 
 
Figure  6 :  Virus  des  hyperthermophiles  Crenarchaeota  et  Euryarchaeaota,  représentant  les 
différentes familles, sous microscopie électronique à transmission. (A) Ampullaviridae : ABV; (B1 et 
B2) :  Bicaudaviridae :  ATV,  virions  et  forme  mature  du  virion;  (C)  Lipothrixviridae :  AFV1;  (D) 
Rudiviridae :  SIRV2.  Les  barres  représentent  100nm  ((F,  H,  J)  et  200nm  (A,  E)  (modifié  depuis 
Prangisvili et al., 2006; Peng et al., 2012; Pina et al., 2011). 
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1. Famille Rudiviridae 
Les membres de la famille des Rudiviridae sont parmi les mieux étudiés des virus des crénarchées. En 
effet, leurs cellules hôtes sont facilement cultivables dans les conditions de laboratoire et l’efficacité 
de  l’infection  virale  est  suffisamment  bonne  pour  pouvoir maintenir  la  production  virale  dans  un 
milieu synthétique.  Ils sont bien caractérisés d’un point de vue structural  (Prangishvili et al. 1999), 
moléculaire (Birkenbihl et al. 2001; Kessler et al. 2004; Guilliere et al. 2009) et fonctionnel (Bize et al. 
2009; Quax et al. 2010; Quax et al. 2011) et sont de plus en plus utilisés comme modèles pour décrire 
et comprendre les interactions hôte‐virus (Peng et al. 2004; Bize et al. 2009; Quax et al. 2011) ou la 
régulation de la transcription (Guillière et al., 2009). 
La famille Rudiviridae  inclut à présent quatre membres, notamment  les virus SIRV1 et 2 (Sulfolobus 
islandicus  rod‐shaped virus 1 et 2)  (Prangishvili et al., 1999), ARV1  (Acidianus  rod‐shaped virus 1) 
(Haring  et  al.,  2005)  et  SRV  (Stygiolobus  rod‐shaped  virus  )  (Vestergaard  et  al.,  2008).  Tous 
proviennent  de  sources  d’eau  chaude  en  Europe  (Islande,  Italie  et  Portugal).  Récemment,  selon 
GenBank®, un génome  supplémentaire de  rudivirus a été  séquencé. Ce virus SMRV1  (Sulfolobales 
Mexican rudivirus 1) a été retrouvé à partir d’une source chaude au Mexique (Servin‐Garcidueñas et 
al., 2013) 
Sur  les  cinq  isolats  de  rudivirus,  SIRV1  et  SIRV2  sont  les  plus  proches,  avec  73%  d’identité  de 
séquence  de  leur  génome  complet  (Figure  7).  De  plus,  SIRV1  et  SIRV2  infectent  des  souches  S. 
islandicus proches. La plupart des connaissances actuelles sur la famille Rudiviridae proviennent des 
études  réalisées avec  SIRV1 et  SIRV2. Etant donné  la  similitude entre  ces deux  virus,  les  résultats 
obtenus avec un virus peuvent être directement transférable à un autre. 
Les virus SIRV sont les plus étudiés dans la famille des Rudiviridae et peuvent être considérés comme 
les virus « types » de cette famille. En outre,  ils m’ont servi de modèles au cours de mon travail de 
thèse.  Aussi,  pour  la  suite,  je  présenterai  surtout  les  propriétés  de  ces  deux  représentants  de  la 
famille des Rudiviridae. 
a. Structure des virions 
La  composition  des  virions  et  l’organisation  structurale  des  rudivirus  ont  été  étudiées  par  des 
approches  biochimiques  in  vitro  et  par  observation  sous microscope  électronique.  Les  virions  de 
SIRV1 et SIRV2, membres types de la famille, sont des particules non enveloppées ayant la forme de 
bâtonnet d’une longueur variant de 610 à 910nm et d’une largeur de 23nm (Prangishvili et al., 1999; 
Vestergaard et al., 2005). Le corps du virion est  formé d’une  super‐hélice composée d’un ADN db 
génomique  recouvert  d’une  seule  protéine  de  capside  de  20kDa  (protéine  P134).  La  structure 
cristalline de  la protéine majeure de capside, P134 (MCP pour « major capsid protein ») révèle une 
topologie en faisceau à quatre hélices (Figure 7) (Szymczyma et al., 2009). Sa structure est presque 
identique à  la protéine majeure de capside du virus AFV1 des Lipothrixviridae, malgré  l’absence de 
similarité de séquences entre les gènes correspondants de ces deux virus (Figure 11b). Les extrémités 
des virions portent  trois courtes  fibres, probablement  impliquées dans  l’adsorption des virions à  la 
surface  des  cellules  de  l’hôte  (Steinmetz  et  al.,  2008).  La  plus  grande  protéine  des  virus  SIRV1‐2, 
P1070 est un composant de ces  fibres. Outre P134 et P1070, deux autres protéines codées par  les 
ORFs 488 et 564 ont été trouvées présentes, bien qu’en très petite quantité dans le virion de SIRV2 
(Vestergaard  et  al.,  2008)  (Tableau  4).  Les quatre  protéines de  capsides  sont  codées par  tous  les 
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membres de  la  famille Rudiviridae et  le degré de conservation de séquence est  très élevé, surtout 
pour  la protéine majeure de capside  (83‐95% d’identité). La protéine P1070 est codée par  le gène 
gp30 chez le virus SIRV1 et fait l’objet d’étude de mon travail de thèse. 
 
Figure 7 : Relations génomiques entre les membres de la famille des Rudiviridae. Les ORFs du virus 
de SIRV2 pour  lesquelles  les  fonctions ont été démontrées ou déduites  in  silico  sont montrées en 
magenta.  Les  noms  des  ORFS,  qui  codent  pour  des  protéines  avec  des  fonctions  vérifiées 
expérimentalement  sont  soulignées.  Les  hits  entre  les  génomes  des  rudivirus  sont  indiqués  par 
différents nuances de gris (l’échelle d’identité est incluse dans la figure). Les structures des protéines 
des Ligamenvirales  (rudivirus et  lipothrixvirus) avec des orthologues dans  le génome de SIRV2 sont 
montrées au‐dessus de la carte du génome de SIRV2, avec la source de chaque structure indiquée en 
parenthèses. Les structures des protéines sont colorées selon la structure secondaire des éléments : 
en bleu, les hélices , et en magenta, les feuillets  (Prangishvil et al., 2013). 
b. Organisation du génome 
Les  génomes  des  cinq  rudivirus  séquencés  portent  un  génome  ADN  db  linéaire,  aux  extrémités 
fermées  de  façon  covalente  par  des  structures  en  épingle  à  cheveux  (Blum  et  al.,  2001).  Cette 
structure terminale est  impliquée dans  la réplication  (voir paragraphe suivant). Les génomes viraux 
portent de longues répétitions terminales (ITR : inverted terminal repeats), qui incluent de multiples 
répétitions  directes.  La  séquence  du  génome  et  la  composition  des  rudivirus  Acidianus  (ARV)  et 
Stygiolobus  (SRV)  diffèrent  significativement  de  celles  des  deux  virus  Sulfolobus  (SIRV1  et  SIRV2) 
(Figure  7).	 Les  génomes  de  SIRV1  (32,3  kb)  et  SIRV2  et  (35,8kb),  contiennent  quarante‐cinq  et 
cinquante‐quatre ORFs, respectivement, dont quarante‐quatre sont homologues entre les deux virus 
(Tableau 3).	
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Tableau 3 : Correspondance des annotations des gènes entre les virus SIRV1 et SIRV2. Le nom des 
ORFs a été défini en  fonction de nombre d’acides  aminés  composant  la protéine  codée par  l’ORF 
correspondante. Certains gènes sont spécifiques de SIRV1 ou de SIRV2 et la majorité est homologue 
entre les deux. 	
SIRV1  SIRV2 SIRV1 SIRV2 
Gène  ORF  Gène  ORF Gène ORF Gène  ORF
gp01/45  55  gp01/54  83a gp24 110 gp32  110
gp02/44  90  gp52  105b gp25 510/486 gp33  488
gp03  102  gp53  119b gp26 154 gp34  154
gp04  76    gp27 121 gp35  121
gp05  105  gp12  102 gp28 74 gp36  69
gp06  306  gp13  310 gp29 114 gp37  114
gp07  399  gp14  399 gp30 1070 gp38  1070
gp08  56 (SvtR)  gp15  56b (SvtR) gp31 562 gp39  564
gp09  117  gp16  119c gp32 417 gp40  309
gp10  131  gp17  131b gp33 158b gp41  158a
gp11  440  gp18  436 gp34 268 gp42  269
gp12  207  gp19  207 gp35 209 gp43  176
gp13  81  gp20  84a gp36 356 gp44  356
gp14  59  gp21  59b gp37 90b gp03  103a
gp15  91  gp22  91 gp38 95 gp10  105a
gp16  179    gp39 112 gp47  112
gp17  158a    gp40 241 gp48  249
gp18  101  gp24  103c gp41 252 gp48  249
gp19  134  gp26  134 gp42 98 gp49  98
gp20  70  gp27  55 gp43 75 gp50  73
gp21  335  gp28  335 gp44/02 90c gp52  105b
gp22  64  gp30  64 gp45/01 56c gp54/01  83b
gp23  84  gp31  84c gp04  90
 
   
     Introduction 
37 
 
D’après  leur  homologie  à  des  équivalents  bien  caractérisés,  les  fonctions  ont  été  attribuées  et 
confirmées  ensuite  pour  une  dUTPase  (ORF138a;  Prangishvili  et  al.,  1998)  et  une  résolvase  de 
jonction Holliday (ORF121; Birkenbihl et al., 2011). Le gène codant pour la protéine de capside, P134 
a été  identifié par séquençage N‐terminal (ORF134; Peng et al., 2001) (Figure 7). De plus, au moins 
10% des protéines codées sont prédites pour exposer différents motifs de liaison à l’ADN et comme 
des régulateurs transcriptionnels putatifs (Prangishvili et al., 2006). D’autres fonctions prédites sont 
indiquées dans  la Figure 11c, et  inclut une ARNt  transglycosylase, une glucosyl‐transférase, une S‐
méthyltransférase adénosylméthionine‐dépendante et une recB exonucléase (Tableau 4). 
La particularité du virus SIRV1 réside dans son  instabilité génomique. Contrairement au génome du 
virus SIRV2, très stable (Peng et al. 2004), jusqu’à 10% de substitutions ont pu être observées entre 
deux  variants  du  virus  SIRV1,  dont  certains  présentaient  des  délétions  (Peng  et  al.  2004).  Le 
mécanisme qui permet à SIRV1, mais pas à SIRV2, de s’adapter à de nouveaux hôtes en accumulant 
des mutations ponctuelles conduisant à la production de variants viables n’est pas encore éclairci. A 
cause  de  sa  stabilité  dans  beaucoup  d’hôtes,  SIRV2  est  un  meilleur  candidat  pour  l’étude  des 
interactions avec  l’hôte,  tandis que  SIRV1 pour des  raisons historiques est un modèle utilisé pour 
étudier la réplication ou la régulation transcriptionnelle. 
L’ADN  du  rudivirus  SIRV1  montre  des  propriétés  exceptionnelles.  Les  isolats  viraux  contiennent 
invariablement une population de variants avec des génomes différents mais très proches. Lors de la 
propagation dans une souche hôte donnée, un ou plusieurs génomes dominent dans  la population 
virale.  Cependant,  lors  du  passage  dans  une  nouvelle  souche  hôte,  la  population  virale  subit  des 
changements  et  d’autres  variants  dominants  sont  sélectionnés.  Le  séquençage  et  l’analyse  des 
génomes des variants révèlent que  les différences majeures apparaissent dans  l’ordre,  la taille et  le 
contenu des gènes au niveau de sites génomiques localisés (Peng et al., 2001). 
c. Réplication de l’ADN 
Les  deux  brins  des  ADN  db  linéaires  des  virus  SIRV1/2  sont  liés  de  façon  covalente  aux  deux 
extrémités du génome,  formant une  chaine polynucléotidique continue  (Blum et al., 2001). Un  tel 
schéma  structural  du  génome  combiné  à  l’absence  d’une  ADN  polymérase  codée  par  le  virus 
identifiable suggère un mécanisme unique de réplication du génome des rudivirus. Le virus SIRV1 a 
servi de modèle expérimental pour ces études.  
La résolution de  la structure de  la protéine P119 codée par génome de SIRV1 a été cruciale dans  la 
compréhension de la réplication du génome chez les rudivirus (Figure 7)(ORF119c; Oke et al., 2011). 
Cette protéine P119 s’est avérée être un membre de la superfamille des initiateurs de la réplication 
(Rep), qui normalement  initient  la réplication de type « rolling‐circle » de divers virus et plasmides. 
Cependant, dans le cas des virus SIRV1/2, la réplication ne suit pas le modèle « rolling‐circle ». 
Il a été montré que la protéine Rep des virus SIRV1/2, qui fonctionne en dimère, réalise une coupure 
simple brin site spécifique au niveau de  la structure en épingle à cheveux, à  l’extrémité du génome 
du virus, ce qui libère une extrémité 3’‐OH, appropriée pour l’amorçage de la réplication (Peng et al., 
2001). Cette  enzyme  catalyse  aussi  la  réaction de  raccordement, qui  referme  l’ADN  et  termine  la 
réplication. Le dimère de protéine, avec deux sites actifs fonctionnant en tandem, assure le clivage et 
la jointure de l’ADN, pendant la progression de la réplication 
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Tableau 4 : Fonctions codées par le génome SIRV2. D’après Krupovic et al., 2013. 
Rôle  Protéine  Fonction Mise en évidence 
Structure du virion  P134  Protéine majeur de capside Expérimentale 
P488  Protéine structurale Expérimentale 
P1070  Protéine structurale, fibres 
terminales 
Expérimentale 
P564  Protéine structurale Expérimentale 
Liaison à l’ADN  
et contrôle 
transcriptionnel 
P56b (SvtR)  Régulateur transcriptionnel Expérimentale 
P83a/P83b  Liaison à l’ADN et/ou 
oligomérisation protéique 
Similarité similaire 
P59b  Protéine de liaison à l’ADN Analyse  in silico 
P55 Protéine de liaison à l’ADN Analyse  in silico 
P114  Protéine de liaison à l’ADN Similarité similaire 
Réplication du 
génome 
P119C  Initiateur de la réplication Expérimentale 
P121  Hjr  Expérimentale 
Métabolisme des 
acides nucléiques 
P158b  dUTPase Expérimentale 
P207  Endonucléase ADN sb spécifique Expérimentale 
Sortie du virus  P98 Formation des VAPs Expérimentale 
Modification 
covalente de 
substrats variés 
P356  GTase Analyse  in silico 
P335  GTase Analyse  in silico 
P176  GTase Analyse  in silico 
P154  Protéine acétyl‐transférase Analyse  in silico 
P310  Queuine/archéosine ARNt‐ribosyl‐
transférase 
Analyse  in silico 
P158a  AdoMet dépendante méthyl‐
transférase 
Analyse  in silico 
Autre  P399  Transporteur acide aminé Analyse  in silico 
P436  AAA+ (ATPase associée avec 
différentes activités cellulaires 
Analyse  in silico 
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Ceci est un nouveau mécanisme d’initiation de  réplication de  l’ADN et de sa  terminaison, et est  le 
premier exemple d’une protéine Rep qui n’est pas liée à une réplication « rolling‐circle » (Oke et al., 
2011). 
Néanmoins,  l’analyse transcriptomique réalisée  lors de  l’infection de S.  islandicus par  le virus SIRV2 
démontrent de façon inattendue une très faible expression de l’ORF119c dont le pic de transcription 
a  lieu  à  la  fin  de  l’infection.  Ceci  est  en  contradiction  avec  le  rôle  prédit  de  ORF119c  pour  la 
réplication du génome de SIRV2 (Kessler et al., 2009; Quax et al., 2013). 
d. Transcription de l’ADN 
Les mécanismes de régulation de l’expression des gènes chez les virus d’archées hyperthermophiles 
sont très peu étudiés. 
Au  tout  début  des  recherches  sur  les  virus  d’archées,  les  seules  études  systématiques  de  la 
transcription  étaient  conduites  chez  le  virus  SSV1  de  Sulfolobus  (Reiter  et  al.,  1987;  1988).  Ces 
résultats  permirent  l’identification  des  séquences  promotrices  des  archées,  similaires  à  celles 
retrouvées chez  les eucaryotes corroborant  les premières observations concernant  la ressemblance 
entre la machinerie de transcription des archées et l’ARN polymérase II eucaryote (Prangishvili et al., 
1982; Reiter et al., 1988). Cependant, ces études suivaient une  induction de  la production de virus 
SSV1par UV, plutôt qu’un cycle d’infection (Reiter et al., 1987; 1988).  
Plus  tard,  les  profils  de  transcription  des  rudivirus  SIRV1  et  SIRV2  ont  été  analysés  par  des 
expériences d’hybridation Northern, à partir de trente minutes jusqu’à trois heures après l’infection, 
en  utilisant  comme  sondes  des  fragments  des  génomes  viraux  produits  par  PCR  ou  des  sondes 
spécifiques aux ORFs (Figure 8) (Kessler et al., 2004).  
Dans  le cas de SIRV1/2,  il semble que tous  les gènes soient transcrits plus au moins simultanément 
dès le début de l’infection car à trente minutes post‐infection le transcrit de presque n’importe quel 
gène de SIRV1/2 peut être observé. La transcription commence presque simultanément à partir de 
vingt‐et‐un sites dans  le génome de SIRV1 et à partir de vingt‐neuf sites dans  le génome de SIRV2, 
puis  s’étend  le  long  du  génome. Aucune  spécificité de brin n’a  été observée dans  le  début de  la 
transcription :  les  deux  brins  sont  transcrits  avec  une  efficacité  égale.  Les  transcrits  sont  souvent 
assez grands pour couvrir plusieurs ORFs, suggérant que plusieurs ORFs sont regroupées en opérons.  
Seules quatre ORFs spécifiques à SIRV2 ne sont apparemment pas transcrits (ORF15, ORF90, ORF116 
et  ORF76).  Aucune  transcription  n’a  été  également  détectée  pour  les  ORF119c  (protéine  Rep 
d’initiation  de  la  réplication), ORF59  (protéine  putative  de  liaison  à  l’ADN)  et ORF91  de  SIRV1  et 
SIRV2,  pour  l’ORF101  de  SIRV1  et  pour  l’ORF103c  de  SIRV2  (protéines  dont  les  fonctions  sont 
inconnues)  (Kessler et al., 2004). La  signification biologique de ces observations n’est  toujours pas 
complètement comprise.  
Très  peu  de  transcrits  apparaissent  tardivement,  en  plus  de  ceux  observés  trente minutes  après 
l’infection. Peu avant l’assemblage des particules des deux virus, en plus des transcrits déjà existants, 
les  transcrits des ORF399  (transporteur putatif d’acides aminés) et ORF134  (MCP)  lesquels étaient 
transcrits en opérons, au début du  cycle apparaissent  comme monocistroniques.  Ils  sont détectés 
proche de  la période d’éclipse du cycle de  l’infection, deux heures après  l’infection dans  l’hôte de 
SIRV2 et trois heures dans l’hôte de SIRV1 (Figure 8) (Kessler et al., 2004). 
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Figure 8 : La carte de transcription des virus SIRV1 et SIRV2. Les nombres utilisés pour identifier les 
ORFs réfèrent au nombre de codons. Les ORFs spécifiques pour soit  le virus SIRV1 (variant VIII) soit 
SIRV2 sont soulignées en rose. Les gènes avec des fonctions  identifiées ou putatives sont  indiquées 
comme  tels :  cp,  protéine  de  capside; Hjc,  résolvase  de  jonction Holliday;  dUTPase,  déoxyuridine 
triphosphatase; gtf, glycosyl‐transférase. En vert = 30minutes post‐infection, en bleu = 1heure post‐
infection, en violet foncé = 2heures post‐infection et en rouge = 3heures post‐infection (Kessler et al., 
2004). 
Les sites d’initiation de  la transcription de treize transcrits du génome de SIRV1 ont été déterminés 
par « primer extension » et  les  séquences de  leurs promoteurs ont été  identifiées. Cela  comprend 
52% de tous les transcrits identifiés. Dans tous ces cas, des TATA‐box potentielles ont été identifiées 
vingt à vingt‐cinq nucléotides en amont du  site d’initiation ainsi qu’une  région adjacente  riche en 
purine, qui  correspond probablement  à  la  séquence BRE  (pour « transcription  factor B  responsive 
element »). La même organisation des promoteurs a été caractérisée chez leurs hôtes Sulfolobus (Bell 
et al., 1999). Un trinucléotide GTC immédiatement en amont des TATA‐box présumées est retrouvé 
dans  70%  des  cas  et  pourrait  jouer  un  rôle  dans  la  cis‐régulation  spécifique  aux  rudivirus.  Les 
transcrits des régions conservées des génomes de SIRV1 et SIRV2 sont très similaires en taille et en 
contenu. Il est probable que les sites d’initiation de la transcription soient aussi similaires (Kessler et 
al., 2004) (Figure 9). 
 
     Introduction 
41 
 
 
Figure  9 :  Exemples  de  séquences  nucléotidiques  des  promoteurs  SIRV1  et  SIRV2.  Les  positions 
relatives  de  la  TATA‐box,  des  éléments  BRE  et  GTC  sont  montrés  en  rose,  orange  et  vert, 
respectivement. Les sites d’initiation de  la  transcription sont  indiqués par un astérisque  (Kessler et 
al., 2004). 
Chez SIRV1,  les deux  sites où certaines données permettent de  supposer  l’existence d’un contrôle 
transcriptionnel fort sont  les régions  intergéniques entre  l’ORF56b (protéine SvtR avec un domaine 
de liaison RHH, Guillière et al., 2009) et l’ORF131 et entre l’ORF158b et l’ORF134 (MCP).  
Pour  promouvoir  la  transcription  de  ses  gènes,  il  a  été  démontré  que  SIRV1  coopte  la  protéine 
activatrice de la transcription Sta1, codée par l’hôte. Cette protéine a la particularité de posséder un 
domaine HTH de  liaison à  l’ADN (Kessler et al., 2006). Un autre candidat  impliqué dans  l’expression 
des gènes viraux est  la protéine SvtR  (ORF56b) qui possède un domaine  typique RHH de  liaison à 
l’ADN. SvtR réprime et active la transcription de plusieurs promoteurs viraux dans les expériences in 
vitro (Figure 7) (Guillère et al., 2009). Ces deux protéines ont été étudiées au cours de cette thèse. 
En plus de la protéine SvtR, plusieurs autres protéines putatives de liaison à l’ADN sont prédites par 
des  approches  structurales  et de  génomique  comparative  (Prangishvili  et  al., 2006).  Elles  incluent 
P83a/P83b (motif HTH), P59b (motif RHH), P55 (domaine de liaison zinc) et P114 (Prangishvili et al., 
2013)  (Tableau 4). Bien que  la  fonction exacte de  ces protéines  soit à déterminer,  la présence de 
domaines typiques de liaison à l’ADN suggère qu’elles pourraient être impliquées dans la régulation 
de promoteurs viraux et/ou cellulaires. Enfin, la protéine P114 est d’un intérêt particulier car elle est 
très conservée, pas seulement chez les rudivirus et les lipothrixvirus, mais aussi chez d’autres virus de 
crénarchées (Larson et al., 2007). 
Des études transcriptomiques ont été réalisées récemment par Quax et al., (Quax et al., 2013) chez la 
souche S. islandicus LAL14/1 pour laquelle j’ai établi un système génétique au cours de ma thèse. Les 
résultats obtenus ont permis de définir une carte générale de l’expression des gènes hôtes et viraux 
pendant  le cycle d’infection du virus  lytique SIRV2, chez son hôte S.  islandicus LAL14/1 et de suivre 
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les  changements  dans  l’expression  des  gènes  viraux  et  hôtes  pendant  le  cycle  infectieux.  Cette 
approche a confirmé une faible régulation temporelle de transcription du génome viral, comme déjà 
observé  précédemment  (Kessler  et  al.,  2004),  mais  a  permis  de  détecter  des  changements 
importants dans l’expression des certains gènes cellulaires à la suite de l’infection par SIRV2.  
Les temps sélectionnés pour l’analyse de l’ARN‐seq était t=0, 1, 2, 3, 5, 7 et 9h post‐infection, selon 
les informations disponibles sur le cycle du virus (Bize et al., 2009). 
Le  nombre  de  « reads »  augmente  régulièrement  au  cours  de  l’infection,  atteignant  un  plateau 
autour  de  cinq  heures  après  l’infection.  Les  « reads »  viraux  au  début  de  l’infection  mappent 
typiquement  aux  ORFs  des  extrémités  du  génome  linéaire,  confirmant  que  la  transcription 
commence simultanément aux deux extrémités du génome de SIRV2. 
Quelques minutes  après  l’infection  (t=0h),  les  gènes  les  plus  exprimés  sont  les ORFs  83a  et  83b 
(protéine putatives de liaison à l’ADN avec un motif HTH) localisés chacune à une de deux extrémités 
du  génome.  Elles  ont  des  séquences  nucléotidiques  identiques  et  peuvent  être  distinguées 
seulement d’après  leurs régions non traduites (Quax et al., 2013). Tous  les autres gènes exprimés à 
ce point sont  localisés près des extrémités du génome : ORF119a  (fonction  inconnue), ORF103a et 
ORF119b (fonction inconnue). 
A chaque point de  l’infection, excepté  t=0h post‐infection, une expression  significative de  tous  les 
gènes viraux est détectée et l’expression génique semble être distribuée au hasard sur le génome de 
SIRV2. 
A  t=1h  après  l’infection,  les  gènes  les  plus  abondamment  transcrits  sont :  ORF83a  et  ORF83b 
(protéines putatives de liaison à l’ADN avec un motif HTH), ORF56b (régulateur transcriptionnel SvtR 
contrôlant, entre autres , le gène gp30 codant la protéine de capside, (Guillière et al., 2009)), ORF108 
et ORF103a (protéines sans fonctions connues). 
De  façon  intéressante,  les  expériences  de  double‐hydride  (Quax  et  al.,  2013)  ont  révélé  une 
interaction entre la résolvase de jonction Holliday et les protéines P83 dont les gènes sont fortement 
exprimés au cours de l’infection du virus (protéines putatives de liaison à l’ADN avec un motif HTH). 
Au  stade  avancé  de  l’infection,  l’expression  des  gènes  codant  pour  les  protéines  structurales 
augmente,  de  telle  sorte  que  35%  des  « reads »  viraux mappent  au  gène  codant  pour  P134,  la 
protéine majeure de capside et 13% au gène codant pour P98, la protéine composant les structures 
pyramidales de sortie du virus SIRV2 (voir paragraphe suivant). 
Après  l’infection par  SIRV2, des  changements  complets dans  l’expression  génique  de  S.  islandicus 
LAL14/1 sont observés. Plus d’un tiers de tous les gènes sont transcrits différemment, en particulier 
les gènes impliqués dans la division cellulaire et la défense contre les éléments génétiques étrangers.  
L’expression  des  gènes  impliqués  dans  la  division  cellulaire  diminue,  notamment  les  homologues 
ESCRT‐III et  les composants de  l’opéron cdv, qui comprend cdvA, cdvB et cdvC et qui code pour  la 
machinerie de division cellulaire des Sulfolobus, responsable de la constriction des cellules en division 
(Lindas et al., 2008; Samson et al., 2011). De façon intéressante, l’expression de l’opéron cdv diminue 
dix fois à la suite de l’infection. 
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Au contraire,  l’expression des gènes  jouant un rôle dans  la défense anti‐virale est activée à grande 
échelle.  L’expression  des  gènes  appartenant  aux  systèmes  toxine‐antitoxine  et  CRISPR‐Cas  est 
activée de  façon  remarquable dès  t=1h post‐infection. Le différent degré d’activation des diverses 
parties  du  systèmes  CRISPR‐Cas  (six  blocs  CRISPR‐cas  chez  S.  islandicus  LAL14/1)  souligne  les 
fonctions spécialisées qu’ils réalisent (Quax et al., 2013). 
Tableau 5 : Expression génique de SIRV2 pendant  l’infection de S.  islandicus LAL14/1. Adapté de 
Quax et al., 2013. 
Numéro 
gp 
Numéro 
d’accession 
GenBank 
Nom  t0  t1  t2  t3  t5  t7  t9 
1  NP_666535.1 ORF83a  6062 234957 114130 102725 124763  122335  145288
2  NP_666536.1 ORF119a  1844 18097 18415 11469 10876  10111  15075
3  NP_666537.1 ORF103a  1579 55032 31152 22256 19755  17921  21598
14  NP_666548.1 ORF399  10 2309 20762 28828 39014  36691  37579
15  NP_666549.1 ORF56b  506 119860 176877 133456 94962  65015  74368
16  NP_666550.1 ORF119c  0 31 79 79 110  154  249
26  NP_666560.1 ORF134  11 1632 204021 352185 500990  494474  642358
27  NP_666561.1 ORF55  15 6298 9896 8268 8152  9753  14292
38  NP_666572.1 ORF1070  2 480 10110 14126 21404  24211  30762
49  NP_666583.1 ORF98  35 5141 64921 94658 156902  189222  239929
50  NP_666584.1 ORF73  0 291 432 401 448  392  534
51  NP_666585.1 ORF108  332 61453 49118 30234 20815  14979  19408
52  NP_666586.1 ORF105b  840 5937 4530 2846 2818  2835  4261
53  NP_666587.1 ORF119b  1525 19554 17692 10939 10603  11636  17028
54  NP_666588.1 ORF83b  3031 117479 57065 51363 62382  61168  72644
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e. Cycle de l’infection 
Parmi les quatre rudivirus connus, seuls les virus SIRV1 et SIRV2 sont capables d’infecter les cellules 
appartenant au genre des Sulfolobales, dont les souches S. islandicus LAL14/1 et E233S sont utilisées 
dans ma thèse. Ces deux virus sont génétiquement très proches (Peng et al., 2001). Le virus SIRV2 est 
un modèle intéressant pour l’étude des interactions hôte‐virus. 
La  période  d’éclipse,  qui  correspond  à  l’intervalle  de  temps  entre  l’infection  et  l’apparition  de 
particules  intracellulaires, est de quatre heures pour SIRV1 et deux heures et demi pour SIRV2. La 
période  de  latence,  qui  correspond  à  l’intervalle  de  temps  entre  l’infection  et  la  libération  des 
premières particules virales, est de huit heures pour SIRV1 et six heures pour SIRV2. 
En  raison  de  l’absence  d’indications  visibles  de  lyse  cellulaire,  il  a  été  initialement  pensé  que  les 
rudivirus n’étaient pas lytiques (Prangishvili et al., 1999). Ce point de vue a été contesté par l’analyse 
détaillée  récente du cycle de SIRV2  (Bize et al., 2009). SIRV2 est un virus  lytique agissant de  façon 
inhabituelle  sur  la cellule hôte. L’infection  se développe  selon un ordre bien défini  supposant une 
coordination  parfaite  dans  l’expression  des  gènes  viraux  impliqués.  A  partir  du  stade  précoce  et 
jusqu’à  environ  huit  heures  après  l’infection  une  dégradation massive  du  chromosome  de  l’hôte 
s’observe  en même  temps que  la  synthèse de  l’ADN  viral. Cela  s’accompagne de  la  formation de 
structures pyramidales à sept faces à la surface de la cellule hôte qui rompt le S‐layer (à partir de dix 
heures  post‐infection)  (Figure  10).  Vers  la  fin  de  la  phase  éclipse,  ces  structures  pyramidales 
s’ouvrent vers  l’extérieur créant des ouvertures à travers  lesquelles  les virions matures s’échappent 
de la cellule (à partir de quatorze heures post‐infection) (Bize et al., 2009; Quax et al., 2010). Il faut 
souligner que la DO de la culture infectée ne diminue pas drastiquement comme attendu. La raison 
de cette anomalie est simple. Le S‐layer rigide maintient la structure de la cellule et la transforme en 
« fantôme »  (Bize  et  al.  2009).  A  part  des  études microbiologiques  des  valeurs  de  CFU,  seule  la 
dégradation  de  l’ADN  chromosomique  ou  l’observation  au microscope  électronique  des  cellules 
permettent d’identifier la mort cellulaire. 
Ce mécanisme de libération du virus est original et très diffèrent des mécanismes de lyse et de sortie 
décrits chez les bactériophages et des virus des eucaryotes. Un mécanisme similaire a été décrit pour 
le virus STIV qui  infecte également  les cellules Sulfolobus  (Snyder et al., 2013). Cela est surprenant 
que SIRV2 et STIV partagent ce même système de lyse étant donné que SIRV2 et STIV appartiennent 
à deux familles virales non apparentées; les morphologies de leurs particules ne se ressemblent pas 
et aucune ressemblance de leurs séquences génomiques n’est détectée. 
La protéine P98 codée par le génome de SIRV2 a été montrée comme le seul constituant de ces ultra 
structures  cellulaires  pyramidales  (Quax  et  al.,  2010)  tout  comme  la  protéine  C92,  codée  par  le 
génome de STIV (Snyder et al., 2013). En exprimant la protéine P98 chez Sulfolobus acidocaldarius ou 
encore chez Escherichia coli,  il a été démontré que cette protéine est capable de s’auto‐assembler 
pour former des structures pyramidales traversant la membrane cellulaire (Quax et al., 2011). 
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Figure 10 : Cycle de  l’infection du Sulfolobus  islandicus rod‐shaped virus 2 (SIRV2). (I) Observation 
des cellules hôtes Sulfolobus  infectées par SIRV2, sous microscope à balayage électronique (A, B, C) 
et sous microscope à transmission électronique (D, E, F). (A, D) Cellules non infectées. (B, E) Cellules 
10h  après  l’infection.  (C,  F)  Cellules  10‐14h  après  l’infection.  Barre  d’échelle :  200nm.  (II) 
Représentation schématique des étapes majeures du cycle d’infection du virus SIRV2 dans les cellules 
Sulfolobus. Le temps après l’infection est indiqué en heures. A 0h, deux chromosomes de Sulfolobus 
sont  indiqués en bleu. Plus  tard, entre 0 et 8h,  ils sont dégradés de manière concomitante avec  la 
synthèse d’ADN viral  (hélices grises). A 10h,  les VAPs  (virus associated pyramids)  (en  rouge) et  les 
groupes intracellulaires de virions assemblés sont montrés. Enfin, à différents points entre 10 et 14h, 
les VAPs s’ouvrent (restes des VAPS montrés en rouge),  la cellule se  lyse, et  les virions sont sortent 
(modifié d’après Bize et al., 2009). 
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2. Famille Lipothrixviridae 
La  famille Lipothrixviridae  (du  latin « lipo » pour gras, et du grec « thrix » pour cheveux) comprend 
quatre genres (Tableau 2) dont les membres démontrent des morphologies distinctes de virions.  
a. Structure du virion et protéines 
Les virions de cette famille sont des filaments enveloppés flexibles qui varient de 900 à 2200 nm en 
longueur et de 24 à 38 nm de diamètre. Les enveloppes sont constituées de protéines virales et de 
lipides  dérivés  de  l’hôte.  Le  noyau  hélicoïdal  de  nucléoprotéines  contient  une  seule moléculaire 
d’ADN db linéaire (15.9 à 56 kbp de long) (Janekovic et al., 1983). 
Chaque extrémité du virion est fuselée et porte des structures terminales spécifiques. Ces structures 
peuvent représenter des pinces (AFV1), des pioches (AFV9), des pointes ressemblant à des goupillons 
(AFV2), des structures en forme de balai (SIFV) dotés de trois (AFV1) ou six (SFV) courts filaments ou 
(Figure 11a). 
 
 
Figure 11 : Les « Ligamenvirales ». (a) Virions représentatifs des Rudiviridae et des Lipothrixviridae et 
leurs  structures  terminales  sous  microscope  à  transmission  électronique.  Les  barres  d’échelles 
représentent  100nm.  (b)  Représentation  des  structures  cristallines  des  protéines  majeures  de 
capside des virus AFV1 et SIRV1 (ce dernier est en gris et est superposé à la structure de la protéine 
d’AFV1 en verte).  (c) Alignement graphique des génomes des  représentants des Lipothrixviridae et 
des Rudiviridae. Les protéines homologues sont de la même couleur et les fonctions identifiées sont 
indiquées (adapté de Pina et al., 2011). 
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Les protéines du Gammalipothrixvirus AFV1 ont été étudiées plus en détails.  Le  virion porte deux 
protéines majeures de  capsides, P132 et P140, dont  les  structures ont été  résolues  (Goulet et al., 
2009). Les deux présentent une nouvelle structure en forme de faisceau à quatre hélices. La protéine 
P140 portent un domaine C‐terminal extra, qui grâce à ses propriétés  lipophiles peut  interagir avec 
l’enveloppe du virion. De plus, chacune de ces deux protéines sont capable de lier l’ADN de manière 
non spécifique et peuvent polymériser le long de l’ADN, en formant des filaments flexibles. 
b. Organisation du génome  
Les extrémités des génomes  linéaires des Lipothrixvirus sont modifiées. Les génomes des membres 
de tous les genres portent de longues répétitions terminales inversées (ITR). Le gammalipothrixvirus 
AFV1 est une exception et porte de  très courtes répétitions terminales  inversées CG10. Ces courtes 
répétitions sont précédées par une séquence d’environ 350pb qui contient des groupes de courtes 
répétitions directes de la séquence TTGTT ou de proches variants, ressemblant donc à l’organisation 
structurale des extrémités des  télomères des chromosomes  linéaires eucaryotes  (Bettstetter et al., 
2003). 
 
Figure  12 : Alignement  des  génomes  des  Betalipothrixviridae.  La  taille  relative,  la  localisation  et 
l’orientation des gènes prédits est montrée.  Les gènes homologues  sont de  la même  couleur.  Les 
opérons homologues portant trois gènes ou plus sont montrés avec un dégradé de même couleur. 
Les boites blanches  indiquent qu’aucun homologue n’a été  retrouvé dans  les autres génomes. Les 
ORFs d’AFV3 sont appelées selon  leur  taille en acides aminés. Les  fonctions prédites des protéines 
sont abréviées ainsi : hc, hélicase; gt, glycosyltransférase; mt, méthyltransférase SAM‐dépendante; 
nc, nucléase; pp, protéine phosphatase;  sp, protéine  structurale; et  tr,  régulateur  transcriptionnel. 
Les  ORFs  qui  donnent  des  correspondances  dans  les  séquences  CRISPR  des  chromosomes  des 
crénarchées sont indiquées en gras (modifié de Vestergaard et al., 2008). 
   
Introduction     
48 
 
Les  génomes  des  six membres  espèces  du  genre  Betalipothrixvirus  révèlent  un  niveau  élevé  de 
conservation à la fois, dans le contenu et dans l’ordre des gènes  sur de grandes régions (Figure 12). 
D’autres  caractéristiques  partagées  des  génomes  sont :  1)  la  présence  de  grandes  répétitions 
terminales  inversées,  exhibant  des  répétitions  directes  conservées,  régulièrement  espacées,  2) 
l’existence  d’un  opéron  très  conservé  codant  pour  deux  protéines majeures  structurales,  et  3)  la 
présence  de  multiples  ORFs  chevauchants  qui  peuvent  être  l’indicateur  de  reprogrammation 
génétique.  
Quelques produits de gènes prédits, outre  les protéines structurales, peuvent être assignées à des 
fonctions qui  incluent  entre  autres une putative hélicase, une nucléase  (Goulet  et al., 2010), une 
protéine  phosphatase,  une  glycosyltransférase,  de  liaison  à  l’ADN  (Guillière  et  al.,  2013)  et  des 
régulateurs  transcriptionnels. Aucune  information n’est disponible  sur  la  réplication de  l’ADN chez 
aucun des Lipothrixvirus.   
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3. La transcription chez les Archées  
1. ARNs polymérases ADN‐dépendantes dans les trois domaines du vivant 
La  transcription  est  un  processus  cellulaire  fondamental  à  travers  les  trois  domaines  du  vivant 
comme en témoigne l’ubiquité de l’ARN dans tous les organismes vivants. Cela signifie que toutes les 
formes de vie dépendent d’enzymes capables de synthétiser des ARNs. Les ARN polymérases ADN‐
dépendantes (ARNP) sont responsables de la transcription de l’ensemble de l’information génétique 
présente  dans  un  génome  et  les  gènes  codant  pour  ces  enzymes  multiprotéiques  sont 
obligatoirement présents dans les génomes de tous les organismes cellulaires. 
Ce sont  les  travaux de B.G. Louis et P.S. Fitt en 1971  (Louis and Fitt, 1971) sur  l’halophile extrême 
Halobacterium  cutirubrum,  puis  en  1978  ceux  de W.  Zillig  et  C.  Stetter  (Zillig  et  al.,  1978)  sur 
Halobacterium  halobium  qui  ont  permis  pour  la  première  fois  la  purification  et  l’analyse  de  la 
composition  de  l’ARNP  d’une  archée.  De  façon  surprenante,  ils  isolèrent  une  enzyme  qui  ne 
ressemblait, ni par son poids moléculaire, ni par le nombre de sous unités la composant, à une ARN 
polymérase bactérienne. Le manque évident de similitude entre  la composition de  l’ARNP de cette 
archée et la composition caractéristique générale (β’βα2ω) chez les bactéries était en accord avec les 
idées de C. Woese concernant la structure de l’arbre universel du vivant (Zillig et al., 1978). L’analyse 
plus approfondie réalisée sur d’autres espèces d’archées halophiles (Madon and Zillig, 1983) et chez 
les crénarchées thermoacidophiles (Prangishvili et al., 1982) confirmèrent les premières observations 
de W. Zillig sur la complexité de la composition de l’ARNP des archées. Les structures cristallines des 
cinq sous‐unités de l’ARNP bactérienne ont été définies en 2001 (Campbell et al., 2001), et celles des 
douze  sous‐unités  de  l’ARNP  II  eucaryote  de  Saccharomyces  cerevisiae  en  2005  (Armache  et  al., 
2005). Ces structures ont attesté clairement qu’il existe une relation évolutive rapprochée entre  les 
ARNPs des trois domaines du vivant. En fin de compte, avec  la résolution des structures cristallines 
des  ARN  polymérases  issues  de  Sulfolobus  solfataricus  et  Sulfolobus  shibatae  en  2008  et  2009, 
respectivement, une  image  complète de  cette  enzyme  a  été dévoilée  et  le nombre  total de  sous 
unités chez  les archées a été établi à  treize  (Kusser et al., 2007; Hirata et al., 2008; Korkhin et al., 
2009).  La  Figure  13 montre  la  structure  cristalline  de  l’ARN  polymérase  ADN‐dépendante  de  S. 
shibatae. Pour faciliter la comparaison, les structures de l’ARNP de Saccharomyces cerevisae et celle 
de l’enzyme bactérienne provenant de Thermus aquaticus sont représentées sur la même figure.  
Les  ARNPs  des  trois  domaines  sont  liées  d’un  point  de  vue  évolutif  et  dérivent  d’une  enzyme 
ancestrale  commune présente déjà  chez  LUCA  (Last Universal Common Ancestor)  ‐  l’hypothétique 
organisme  référé  comme  le  dernier  ancêtre  commun  universel  existant  la  séparation  des  trois 
domaines du vivant (Figure 13). 
Dans  les  trois  domaines  du  vivant,  la  nomenclature  des  sous‐unités  des  ARNPs  est  différente 
(Tableau 6). Les sous‐unités de  l’ARNP d’archée sont nommées Rpo  (RNA polymerase) suivi par un 
nombre (Rpo1, Rpo2, etc.); une classification plus ancienne utilise Rpo suivie par une  lettre  (RpoA, 
RpoB,  etc.)  ou  seulement  une  lettre  (A,  B,  etc.).  L’ARNPII  des  organismes  eucaryotes  utilise 
l’acronyme  RPB  (RNA  polymerase B,  soit  l’ARNPII)  suivi  par  la même  numérotation  que  les  sous‐
unités archées (par exemple, RBP7 correspond à Rpo7). Les sous‐unités bactériennes sont appelées 
par des lettres grecques (α, β, β’ et ω). 
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Figure  13 :  Structures  des  ARN  polymérases‐ADN  dépendantes  à  sous‐unités  multiples  de  (A) 
Sacharomyces  cerevisiae,  (B)  Sulfolobus  shibatae  et  (C)  Thermus  aquaticus.  Les  sous‐unités 
orthologues  sont  représentées dans  la même  couleur. ARN polymérase est abréviée par ARNP.  La 
nomenclature des sous‐unités de  l’ARNP archée est donnée avec celle de  l’ARNP  II eucaryote, pour 
faciliter la comparaison (modifié de Hirata et al., 2008; Korkhin et al., 2009).  
L’organisation des sous‐unités de toutes les ARNPs reflète une architecture commune basée sur cinq 
sous‐unités,  liées  par  leurs  structures  et  leurs  fonctions  et  qui  forment  le  noyau  universellement 
conservé de l’ARNP (Werner, 2007) (Tableau 6). Si les orthologues de cinq sous unités décrites chez 
les bactéries (β’βα2ω) existent chez les deux autres domaines, les Eukarya et les Archaea possèdent 
en plus un groupe de sous‐unités homologues qui leur sont spécifiques et qui n’ont pas d’équivalents 
chez  les bactéries  (Tableau 6). Au moins une sous unité  (RPB9) est spécifique aux eucaryotes ainsi 
qu’un certain nombre de facteurs de transcription non identifiés chez les archées étudiées (Tableau 
6). Les archées codent pour la sous‐unité Rpo13 absente chez les eucaryotes.  
La forme globale d’une ARNP ressemble à une « pince de crabe » (crab claw), avec de grandes sous‐
unités  formant  la partie majeure de chacun des bras de  la pince, qui  lie  l’ADN entre  ses pinces et 
contient le site actif au centre (Werner et al., 2007). L’architecture du site actif de l’enzyme est aussi 
très conservée dans les trois domaines (Sweetser et al., 1987; Hirata et al., 2008). Il faut noter que la 
caractéristique  la  plus  marquante  qui  distingue  les  ARNPs  d’archée  et  eucaryote  de  l’ARNP 
bactérienne est  la présence d’une  tige dont  le  rôle sera détaillé plus  loin dans  le  texte  (Grohmann 
and Werner, 2009). 
Les sous‐unités de l’ARNP bactérienne sont conservées à travers les trois domaines. Le cœur minimal 
catalytique  de  l’ARNP  possède  tous  les  facteurs  déterminants  nécessaires  pour  la  transcription, 
même faible et non spécifique. Chez les bactéries, la présence d’un facteur σ (sigma) dissociable est 
requis pour adresser  l’enzyme aux promoteurs spécifiques, et donc former  l’holoenzyme complète, 
capable d’initier la transcription (Murakami et al., 2003). 
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Tableau  6 :  Les  sous‐unités  conservées  des  ARN  polymérases  et  des  facteurs  généraux  de 
transcription dans les trois domaines de vie (modifié de Werner and Grohmann, 2011).  
BACTERIES  ARCHAEA  EUKARYA 
    ARNPII  ARNPIII  ARNPI  Plante ARNPIV  Plante ARNPV 
Sous‐unités ARNP 
Sous‐unité β  Rpo1N (RpoA’) Rop1C (RpoA’’)  RPB1  C160  A190  NRPD1  NRPE1 
Sous‐unité β  Rpo2 (RpoB)  RPB2  C128  A135  NRPD/E2  NRPD/E2 
Sous‐unité α  Rpo3 (RpoD)  RPB3  AC40  AC40  RPB3  RPB3 
Sous‐unité α  Rpo11 (RpoL)  RPB11  AC19  AC19  RPB11  RPB11 
Sous‐unité ω  Rpo6 (RpoK)  RPB6  RPB6  RPB6  RPB6  RPB6 
  Rpo5 (RpoH)  RPB5  RPB5  RPB5  RPB5  NRPES 
  Rpo8 (RpoG)  RPB8  RPB8  RPB8  RPB8  RPB8 
  Rpo10 (RpoN)  RPB10  RPB10  RPB10  RPB10  RPB10 
  Rpo12 (RpoP)  RPB12  RPB12  RPB12  RPB12  RPB12 
  Rpo4 (RpoF)  RPB4  C17  A14  NRPD/E4  NRPD/E4 
  Rpo7(RpoE)  RPB7  C25  A43  NRPD2  NRPE7 
    RPB9  C11  A12  NRPD96  RPB9 
  Rpo13           
Facteurs de transcription 
    TFIIFα 
(RAP74) 
C53(C4)  A49   
    TFIIFβ 
(RAP30) 
C37(C5)  A34.5   
  TFEα  TFIIEα  C82     
  TFEβ/C34  TFIIEβ  C34     
      C31     
  TBP  TBP  TBP  TBP   
  TFB  TFIIB  BRF1     
    TFIIA       
    TFIIH       
  TFS  TFIIS  TFIIS     
  Spt4  SPT4  SPT4     
NusG  Spt5  SPT5  SPT5     
NusA  NusA         
Rho           
Facteurs σ           
 
Les  eucaryotes  emploient  cinq  types  d’ARN  polymérases  nucléaires  (de  type  I  à  type  V)  pour 
transcrire  les  groupes  de  gènes  distincts  (Cramer,  2008),  alors  que  les  bactéries  et  les  archées 
utilisent un seul type d’ARNpol (type II) pour toutes les activités transcriptionnelles. L’ARNP I transcrit 
l’ARN ribosomal (ARNr 18S et 28S), alors que l’ARNP III se charge des petits ARNs nucléaires (ARNsn), 
de  l’ARNr  de  la  petite  sous‐unité  5.7S  et  des ARNt  (Werner  et  al.,  2009).  L’ARNP  II  est  l’enzyme 
responsable  de  la  transcription  des  gènes  codant  pour  les  ARNm  chez  tous  les  organismes 
eucaryotes. Il s’agit de la version de l’enzyme la plus étudiée, à la fois sur le plan structural et sur le 
plan fonctionnel (Armache et al., 2005). L’ARNP II contient douze sous‐unités, dont la plupart d’entre 
elles  sont des homologues  fonctionnels et  structurels de  l’ARNP archée, bien que des  sous‐unités 
avec des domaines spécifiques existent. Les ARNP des types IV et V sont exclusifs aux plantes (Ream 
et al., 2009; Marcussen et al., 2010). 
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L’unique enzyme de transcription des archées est composée de treize sous‐unités et montrent une 
forte  conservation  avec  l’ARNP  II  eucaryote,  d’un  point  de  vue  structural.  La  composition  et  la 
fonction de cette ARNP seront discutées avec plus de détails dans le chapitre suivant. 
Les principales différences entre ces plusieurs  types d’enzymes  résident dans  le choix des  facteurs 
généraux de transcription qui  interagissent avec  l’ARNP et modulent  les trois phases principales du 
processus  :  initiation,  élongation  et  terminaison.  Les  sous‐unités  auxiliaires  présentes  chez  les 
archées et  les eucaryotes ne sont pas essentielles mais aident pour  les  interactions avec soit  l’ADN, 
soit  les  facteurs  de  transcription  généraux  qui  forment  le  complexe  de  pré‐initiation  (PIC).  Par 
exemple,  les bactéries ont besoin seulement de  la présence de facteurs σ pour former  le PIC, alors 
que  l’ARNP  II  eucaryote  a besoin d’au moins  six  facteurs  généraux de  transcription  (TFFIIA,  TFIIB, 
TFIIE, TFIIF et TFIIH) et d’un complexe médiateur pour initier la transcription. L’ARNP d’archées peut 
être considérée comme une version simplifiée de l’enzyme décrite chez les eucaryotes. Il n’y a pas de 
complexe médiateur chez les archées et, également, in vivo l’ARNP des archées requière la présence 
de  seulement  trois  facteurs  généraux  de  transcription :  TBP,  TFB  et  TFE  (Bell  and  Jackson,  1998). 
Néanmoins,  le  système  de  transcription  in  vitro,  établi  dans  notre  laboratoire,  est  constitué 
seulement de l’ARNP et des facteurs TBP et TFB, ce qui suffit pour réaliser une transcription efficace. 
Pour conclure,  le système de  transcription ARNP chez  les archées constitue un modèle plus simple 
pour étudier les détails fonctionnels, mécanistiques, structuraux et enzymatiques de la transcription 
et  en  particulier  de  la  transcription  chez  les  non‐bactéries.  De  façon  étonnante,  les  régulateurs 
transcriptionnels  d’archées  sont  très  proches  des  régulateurs  bactériens  par  leurs  mécanismes 
d’action et par les familles de protéines régulatrices impliquées dans cette régulation (Aravind et al., 
1999; Kyrpides et al., 1999). Il peut être constaté qu’en général  la machinerie de transcription chez 
les archées est une mosaïque où se mélangent des caractéristiques bactériennes et eucaryotiques. 
Comprendre  son  fonctionnement  et  son  évolution  permettra  de  décrire  les  mécanismes  de 
transcription basiques partagés par tous les domaines du vivant.  
2. ARN polymérase d’archées     
La  structure  et  les  fonctions  de  toutes  les  sous‐unités  individuelles  de  l’ARNP  et  des  facteurs 
généraux  de  transcription  sont  détaillées  dans  la  section  suivante  afin  de  mieux  présenter  les 
particularités de la machinerie de transcription chez les archées.  
Les  treize  sous‐unités de  l’enzyme archée peuvent être divisées en  trois groupes  fonctionnels :  les 
sous‐unités  catalytiques,  celles  assurant  l’assemblage  et  les  sous‐unités  auxiliaires  (Tableau  6). 
L’architecture de l’ARNP et l’organisation des trois groupes aussi bien que d’autres îlots fonctionnels 
ou structuraux sont présentées sur la figure ci‐dessous (Figure 14). 
a. Le noyau minimum de l’ARN polymérase archée 
La  version minimale  de  l’enzyme  ARNP  comprend  les  sous‐unités  catalytiques  et  une  plateforme 
d’assemblage.  Ce  complexe  est  suffisant  pour  initier  une  transcription  dirigée  à  partir  des 
promoteurs naturels. Ceci s’explique par  le  fait que ce complexe minimal peut être  recruté sur  les 
séquences promotrices par les facteurs généraux de transcription. Il est doté de la capacité d’ouvrir 
la double hélice d’ADN, de placer  le brin matrice dans  le site actif, de s’échapper du promoteur et 
d’assurer une élongation efficace (Werner and Weinzierl, 2002).  
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Figure  14 :  Organisation  et  architecture  de  l’ARN  polymérase.  Ce  schéma  simplifié  de  l’ARN 
polymérase montre  les  caractéristiques  structurales  et  fonctionnelles  importantes,  la  plateforme 
d’assemblage, le site actif, le canal de liaison à l’ADN, les domaines stalk, clamp, jaw et wall (modifié 
de Werner and Grohmann, 2011). 
Les sous‐unités auxiliaires de  l’ARNP qui se  lient au complexe minimal contribuent à une meilleure 
processivité de l’enzyme.  
Le noyau  catalytique de  l’ARNP  –  Les  sous‐unités Rpo1 et Rpo2  forment  le noyau  catalytique de 
l’enzyme d’archées et sont des homologues des sous‐unités bactériennes β’‐β et eucaryotes RPB1‐2. 
Ce  sont  les deux  plus  grandes  sous‐unités  de  l’ARNP  et  elles  forment  une  « pince  de  crabe »  qui 
interagit avec le brin matrice ADN db. Ces sous‐unités abritent les sites de liaison des NTPs, de l’ADN 
matrice  et  de  l’hybride  ADN‐ARN  et  constituent  le  site  actif  de  l’enzyme,  localisé  dans  la  fente 
(Werner and Grohmann, 2011). 
La  plateforme  d’assemblage  –  L’assemblage  du  noyau  catalytique  dépend  d’une  « plateforme » 
formée par  les  sous‐unités Rpo3‐10‐11‐12, homologues de RPB3‐10‐11‐12 de  l’ARNP  II  eucaryote. 
Ces sous‐unités forment un complexe stable à l’opposé de la « pince de crabe » et du site d’entrée de 
l’ADN (Werner et al., 2000). Ces quatre sous‐unités permettent l’assemblage du noyau et assurent la 
stabilité de l’ARNP. La comparaison du processus d’assemblage de l’ARNP dans les trois domaines du 
vivant  permet  des  observations  évolutives  intéressantes.  L’ARNP  bactérienne  requière  pour 
l’assemblage, seulement des homo‐dimères de la sous‐unité α, qui est l’homologue de Rpo3‐11. Cela 
suggère que  les sous‐unités additionnelles Rpo10‐12 ont été acquises après  la séparation entre  les 
Bacteria et les Eukarya/Archaea (Werner et al., 2002). 
Rpo10  et  Rpo12  remplissent  le  creux  concave  sur  la  sous‐unité  Rpo2  et  agissent  comme  des 
adaptateurs  structuraux  entre  Rpo2  et  Rpo3,  d’où  leur  rôle  dans  l’assemblage  et  la  stabilité  de 
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l’ARNP  (Werner  et  al.,  2002).  Il  est  possible  que  ces  sous‐unités  soient  impliquées  dans  d’autres 
fonctions,  comme  probablement  les  interactions  avec  les  facteurs  généraux  de  transcription 
(Kostrewa et al., 2009). 
b. Les sous‐unités auxiliaires 
La « tige » –  La présence d’une  tige  (stalk)  est  la principale différence  structurale entre  les ARNP 
bactérienne et eucaryote/archée. Placée en périphérie de l’ARNP archée, à côté du canal de sortie de 
l’ARN, la tige est composée des sous‐unités Rpo4 et Rpo7. Comme ces sous‐unités sont aussi connues 
sous  le nom de RpoF et RpoE,  la  tige peut être désignée  comme « complexe  F/E ».  La  tige est  le 
complexe  le mieux  caractérisé  de  l’ARNP  des  archée  et  est  une  pièce  polyvalente  de  l’enzyme, 
importante  pour  toutes  les  phases  de  la  transcription  (Grohmann  and  Werner,  2011).  Lors  de 
l’initiation, la tige permet l’ouverture de l’ADN et interagit avec le facteur général de la transcription 
TFE (Naji et al., 2007; Ouhammouch et al., 2004). 
Rpo5  –  Rpo5  participe  à  l’ouverture  de  l’ADN  et  aux  étapes  précoces  de  l’initiation  de  la 
transcription. Elle est en proche contact avec  l’extrémité C‐terminale de Rpo1, formant  la mâchoire 
qui  est  impliquée  dans  les  interactions  avec  l’ADN  db  en  aval.  De  plus,  cette  sous‐unité  subit 
plusieurs  changements  conformationnels  lors  de  la  transition  entre  les  phases  d’initiation  et 
d’élongation de la transcription (Grünberg et al., 2010). Alors que la sous‐unité Rpo5 marque la limite 
en aval des contacts entre le PIC et le brin transcrit par l’intermédiaire de « crosslinking », aucun lien 
entre la sous‐unité Rpo5 et le brin transcrit n’est détecté dans le complexe d’élongation. 
Rpo8 – Rpo8 est une sous‐unité périphérique  localisée entre  la plateforme d’assemblage et  le pore 
d’entrée des NTPs. Cette sous‐unité interagit avec l’extrémité N‐terminale de Rpo1. Chez les archées, 
Rpo8 est seulement présente chez les Crénarchées et les Korarchées (Koonin et al., 2007; Kwapisz et 
al.,  2008;  Werner  et  al.,  2011).  Ceci  réflète  la  parenté  qui  existe  entre  les  Eucaryotes  et  les 
Crénarchées et non pas entre les Eucaryotes et l’autre phylum principal, les Euryarchées (Cox et al., 
2008). 
Rpo13 – Rpo13 a été découverte  lors de  la cristallisation de  l’ARNP de S.  shibatae  (Korkhin et al., 
2009). C’est la seule sous‐unité de l’ARNP spécifique aux archées. Cette sous‐unité est détectée chez 
certaines  espèces  du  phylum  des  Crénarchées,  et  aussi  chez  les  Korarchées,  mais  pas  chez  les 
Euryarchées  et  les  Thaumarchées.  Elle  est  spécifique  à  certains  groupes  taxonomiques  des 
Crénarchées (ordres des Sulfolobales et des Desulfurococcales) (Wojtas et al., 2012). Elle occupe un 
espace  entre  Rpo5  et  Rpo1.  A  cause  de  sa  topologie  (motif  de  liaison  à  l’ADN  HTH),  elle  peut 
remplacer  les cofacteurs de  transcription additionnels eucaryotiques    impliqués dans  l’initiation de 
transcription et absents chez les archées comme ceci a été suggéré récemment (Korkhin et al., 2009). 
Elle pourrait fonctionner comme l’archétype d’un facteur de transcription modulant les interactions 
de  l’ADN pendant  l’initiation et  l’élongation de  la transcription (Wojtas et al., 2012). Il apparait que 
Rpo13 n’a pas  la conservation évolutive que  les autres facteurs de transcription partagent (comme 
TBP, TFB, TFE et aSpt5) avec leurs correspondants homologues eucaryotes (TBP, TFIIB, TFIIE et eSpt5) 
(Werner et al., 2011; Bell et al., 2001; Werner 2012). Cette  sous‐unité est présente aux  stades de 
l’initiation  et  de  l’élongation  de  la  transcription,  donc  constitue  une  partie  intégrale  de  l’ARNP 
(Wojtas et al., 2012). Des études ChiP ont montré que Rpo13 est associée de  façon constitutive à 
l’ARNP  de  S.  shibatae  in  vivo,  lors  de  l’élongation  de  la  transcription  (Wojtas  et  al.,  2012).  Cette 
observation a été renforcée par des expériences de gel retard qui ont démontré que Rpo13 se  lie à 
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l’ADN  double  brin  et  non  simple  brin  (Wojtas  et  al.,  2012).  Ces  résultats  suggèrent  que  Rpo13 
posséderait  les  caractéristiques  structurales  et  fonctionnelles d’une  sous‐unité de  type  facteur de 
transcription.  
Bien  que  les  archées  possèdent  une  seule  ARNP,  cette  enzyme  n’est  pas  identique  dans  sa 
composition à travers  les phyla et  les espèces, avec  les sous‐unités Rpo8 et Rpo13 différenciant  les 
espèces des phyla des Crénarchées et des Korarchées. 
En  résumé,  dans  tous  les  domaines  du  vivant,  le  noyau  enzymatique  de  l’ARNP  conservé 
universellement,  a  assimilé  des  sous‐unités  additionnelles,  à  travers  l’évolution,  surtout  chez  les 
eucaryotes et les archées. 
3. L’analyse fonctionnelle de l’ARN polymérase d’archées 
La transcription assurée par  l’ARNP cellulaire repose, dans tous les domaines de vie, sur trois étapes 
principales: (i) l’initiation précédée par le recrutement de l’ARNP sur le site du promoteur qui conduit 
au  démarrage  de  la  polymérisation;  (ii)  l’élongation;  et  (iii)  la  terminaison  avec  la  libération  de 
l’enzyme  du  promoteur.  Ces  trois  étapes  sont  toutes  stimulées  par  la  présence  de  facteurs  de 
transcription généraux, qui, entre autres fonctions, aident à positionner  l’ARNP sur  le promoteur, à 
dérouler  l’ADN autour du  site d’initiation de  la  transcription et à positionner  l’ADN matrice simple 
brin près du site actif de l’ARNP.  
a. Le complexe de pré‐initiation chez les archées  
La  formation  du  complexe  de  pré‐initiation  (PIC)  chez  les  Archaea  dépend  de  deux  facteurs 
généraux :  TBP  (« TATA‐box  binding  protein »)  et  TFB  (« transcription  factor  B »),  qui  sont 
respectivement les analogues des protéines TBP et TFIIB du système ARNP eucaryote (Grohmann et 
al., 2009).  Il existe un  troisième  facteur général, TFE  (« transcription  factor E »), considéré comme 
non essentiel. Bien que sa présence ne soit pas nécessaire pour l’initiation de la transcription in vitro 
(Qureshi et al., 1997; Hirata et al., 2008), TFE  interagirait avec  le brin non  transcrit et  stabiliserait 
donc le PIC (Bell et al., 2001). 
i. Les promoteurs chez les archées 
Chez les archées, un promoteur peut contrôler un ou plusieurs gènes constituant un opéron, comme 
chez  les bactéries.  Les promoteurs d’archées  sont  très proches par  leur organisation de  ceux des 
eucaryotes. Cependant,  chez  les archées  les  régulateurs protéiques qui modulent  l’expression des 
gènes  ont  la même  origine  et  les mêmes mécanismes  d’action  que  les  régulateurs  codés  par  les 
bactéries.  
Les promoteurs d’archées contiennent une séquence conservée riche en nucléotides A‐T et appelée 
la TATA‐box, située entre 25 et 30pb en amont du site d’initiation de  la  transcription  (Thomm and 
Wich, 1988). A côté de la TATA‐box, un second élément conservé appelé l’élément BRE est présent, 
(Bell  et  al.,  1999).  Ces  deux  sites  sont  également  présents  dans  les  promoteurs  des  eucaryotes 
(Figure 15). Chez les Archaea, ces sites sont reconnus par les facteurs généraux de transcription TBP 
et TFB (homologues des facteurs TBP et TFB chez les Eukarya) discutés dans les paragraphes suivants. 
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Récemment, Ao et al., ont fourni la preuve de la présence d’un troisième élément dans le promoteur 
des archées : le Sulfolobus initiator (Inr) dont l’action dépend d’une TATA‐box et d’une séquence BRE 
(Ao et al., 2013). L’ajout de cette séquence à des promoteurs qui en sont dépourvus a pour  l’effet 
une augmentation de leur force. Il a été proposé que TFB et les sous‐unités de l’ARN polymérase se 
lient à l’Inr pour augmenter la force du promoteur, ce qui suggère que la présence ou l’absence d’un 
Inr dans  les promoteurs basaux est  importante pour  la  régulation génique globale chez Sulfolobus 
(Ao et al., 2013). 
 
Figure 15 : Comparaison entre l’organisation des promoteurs archée, eucaryote et bactérien. INR = 
Inititor element; DPE = downstream promoter element (Soppa, 1999). 
ii. La TATA‐box binding protéine – TBP 
La  « TATA‐box  binding  protein »,  ou  TBP  est  un  facteur  général  de  transcription  qui  reconnaît  la 
TATA‐box en amont du site d’initiation de la transcription. La fixation de TBP est le premier pas d’une 
série d’événements qui conduira au recrutement de l’ARNP et à l’initiation de la transcription.  
La  protéine  TBP  comprend  un  domaine  principal  composé  de  deux  parties  symétriques,  chacune 
codée par une  séquence  répétée  (Ouhammouch et al., 2009). Malgré  cette  structure  inhabituelle, 
suggérant un évènement de duplication de gène, ce gène prototype codant pour une seule de ces 
parties n’a  jamais été  trouvé, ni chez  les Archaea, ni chez  les Eukarya  (Patikoglou et al., 1999). La 
structure  cristalline de  la protéine d’archée TBP de Pyrococcus woesei  (DeDecker,    et al., 1996)  a 
permis  une meilleure  comparaison  avec  son  homologue  eucaryote.  Elles  ont  une  structure  très 
similaire, bien que la similarité de leurs séquences ne soit comprise qu’entre 36 et 41% (Rowlands et 
al., 1994).  
La protéine TBP d’archée, comme celle des eucaryotes, est constituée d’une sorte de point d’ancrage 
à l’ADN autour duquel se formera par la suite le complexe d’initiation. En se liant à la séquence de la 
TATA‐box, TBP provoque  la courbure de l’ADN d’un angle d’environ 50‐90°C (Figure 16). La distorsion 
de  l’ADN  change  l’organisation  spatiale  autour  de  la  TATA‐box  et  va  permettre  aux  facteurs  et  à 
l’ARNP d’être plus étroitement associés (Whittington et al., 2008). 
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Figure 16 : Le cycle de la transcription chez les Archaea. La formation du complexe de pré‐initiation 
dépend de la TATA‐binding protéine (TBP) et du facteur de transcription B (TFB). (1) TBP reconnaît la 
TATA‐box et (2) induit une courbure du promoteur. (3) TFB se lie au complexe TATA‐box‐TBP via son 
domaine C‐terminal qui reconnaît l’élément BRE. (4) Le domaine N‐terminal de TFB se lie à l’ARNP, en 
recrutant  et  orientant  l’enzyme.  Le doigt de  Zn  de  TFB  (boucle  verte)  inséré dans  le  site  actif de 
l’ARNP stimule  l’activité catalytique.  (5) La  transition entre  le complexe « fermé » et « ouvert » est 
accompagné  par  une  ouverture  de  l’ADN  et  l’insertion  du  brin  matrice  dans  le  site  actif.  La 
réorganisation  de  l’ARNP  et  la  topologie  de  l’ADN  matrice  sont  stabilisées  par  le  facteur  de 
transcription  E  (TFE).  (6)  Les  interactions  entre  l’ARNP  et  les  facteurs  cessent  après  la  sortie  du 
promoteur.  Le  brin  ARN  transcrit  est  lié  à  la  tige  de  l’ARNP  (la  protubérance  vue  sur  la  figure). 
Pendant cette phase,  l’ARNP peut être modulée par  les  facteurs d’élongation  (TFS, Spt4/5 et peut‐
être  NusA  et  Elp3).  (7)  La  transcription  de  portions  de  7U  conduit  à  la  terminaison  et  (8)  à  la 
libération du transcrit et de l’ARNP pour ré‐initier la transcription (modifié depuis Grohmann, et al., 
2009). 
iii. Le facteur de transcription B – TFB 
Le « transcription factor B, ou TFB se lie au complexe TBP‐TATA‐box en reconnaissant spécifiquement 
la séquence de 6 bp d’un motif conservé RNWAAW (R = purine, W = A ou T),  l’élément BRE (Figure 
16), présent  immédiatement  en  amont de  la  TATA‐box. Cela  fixe  et  stabilise  le  complexe de pré‐
initiation (Bell et al., 1999). 
La protéine TFB est faite de trois domaines (N‐terminal, C‐terminal et un doigt de zinc) unis par un 
connecteur  flexible.  L’organisation  structurale  de  ce  facteur  est  similaire  à  celle  de  la  protéine 
eucaryote  TFIIB.  Le  domaine  principal  C‐terminal  de  TFB  reconnaît  l’élément BRE  et  se  lie  à  TBP. 
L’ARNP est alors recrutée à ce complexe par les interactions entre le domaine N‐terminal en doigt de 
Zn  de  TFB  et  la  sous‐unité Rpo1  (Grohmann  et  al.,  2009).  Cela  oriente  l’enzyme,  assurant  que  la 
transcription s’initie dans une direction correcte (Bell et al., 1999). 
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b. L’initiation de la transcription 
Après  l’établissement du complexe de pré‐initiation (PIC),  l’ARNP est à un stade où  le complexe est 
« fermé »  (Figures  16  et  17)  et  n’a  que  peu  de  contacts  directs  avec  le  promoteur  ADN  qui  est 
toujours sous  forme double brin. La  figure 17  illustre  le passage de  l’initiation de  la  transcription à 
l’élongation avec plus de détails. 
Lors du passage d’un complexe « fermé » à « ouvert »,  les topologies de  l’enzyme et du promoteur 
ADN vont subir de nombreux changements importants (Figures 17A) au cours desquels l’ADN db est 
ouvert et  le brin matrice est chargé dans  le domaine de  liaison à  l’ADN et  le site actif. Le domaine 
« doigt  de  Zn »  de  TFB  est  inséré  dans  le  site  actif  et  stimule  la  catalyse,  probablement  en 
interagissant avec le brin matrice et/ou les NTPs (Kostrewa et al., 2009). Ce mécanisme ne requière 
pas d’hydrolyse de l’ATP pour conduire l’ouverture du promoteur (Bell et al., 1998), contrairement à 
l’ARNPII eucaryote où de nombreuses étapes dépendantes de  l’ATP existent dans  l’initiation de  la 
transcription  (Yan and Gralla, 1997). Cela suggère que malgré  l’origine commune et une similitude 
très forte entre  les principales protéines constituant  l’ARNP comme entre  les facteurs   (TBP, TFB et 
TFE),  les détails de fonctionnement du complexe de transcription sont sensiblement differents chez 
les archées et chez les eucaryotes. 
La pince se ferme ensuite sur le canal de liaison à l’ADN, avec le brin non transcrit passant en dehors 
de  la pince  (Figure  17B).  Sans que  cette  interaction  soit  indispensable,  la  formation du  complexe 
ouvert est stimulée par  la tige (sous‐unités Rpo4 et Rpo7) qui très vraisemblablement participe à  la 
fermeture de la pince. 
Un troisième facteur, TFE, présent chez tous les génomes d’archées séquencés, est un homologue de 
la sous‐unité α du  facteur général de  la transcription eucaryote, TFIIE. TFE est  le  facteur général  le 
moins compris chez  les archées et  les eucaryotes. Dans  les essais  in vitro,  la présence de ce facteur 
n’est pas nécessaire ni pour  l’initiation, ni pour  la  transcription  (Qureshi et al., 1997; Hirata et al., 
2008). Néanmoins,  il a été montré qu’il stimulait  la transcription de promoteurs faibles,  lorsque  les 
interactions  entre  TBP  et  la  TATA‐box  ne  sont  pas  optimales.  En  effet,  TFE  se  lierait  à  TBP  pour 
faciliter ou stabiliser la reconnaissance des éléments du promoteur (Bell et al., 2001; Hanzelka et al., 
2001). En outre, la liaison de TFE (et TFIIE) à l’ARNP suggère qu’il promeut l’ouverture de l’ADN d’une 
manière allostérique en modulant la position de la pince de l’ARNP (Grohmann et al., 2011). 
Dans  un  complexe  ouvert,  l’enzyme,  toujours  associée  à  la  séquence  promotrice  grâce  à  son 
interaction avec TFB, n’est toujours pas complètement processive et entre en « cycle abortif ». Elle 
effectue  la  synthèse de  courts  transcrits abortifs de 3‐11 nucléotides qu’elle  relâche  sans  suite et  
sans que  l’ARNP ne se  sépare du promoteur  (Kapanidis  et al.,  2006). Ainsi,  le brin d’ADN matrice 
serait  « froissé »  de  façon  répétée  par  l’enzyme.  L’importance  du  cycle  abortif  n’est  pas  encore 
comprise complètement mais,  il semblerait que  l’énergie contenue dans ces  transcrits abortifs soit 
utiliser pour aider à rompre les interactions du complexe PIC et permettre finalement à l’enzyme de 
s’échapper du promoteur et d’initier  la phase d’élongation (Revyakin et al., 2006). Le plus probable 
est qu’en  interagissant  avec  le brin d’ADN matrice,  TFB  augmente  l’activité  catalytique de  l’ARNP 
(Werner and Weinzierl, 2005), permettant enfin à  l’enzyme d’échapper au promoteur et d’initier  la 
phase d’élongation (Figure 17C). 
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Figure 17 :  L’initiation de  la  transcription  chez  les Archaea.  (A)  L’ARNP est  recrutée au  complexe 
TFB‐TBP‐ADN  par  les  interactions  entre  TFB  et  l’ARNP.  Dans  ce  complexe  « fermé »,  l’ARNP  fait 
seulement des contacts superficiels avec  le promoteur ADN. Les sous‐unités F et E de  l’ARNP sont 
abréviées F/E. (B) Pendant la formation du complexe « ouvert », les brins ADN sont ouverts et le brin 
matrice est  inséré dans  le  site actif de  l’enzyme où  il est  stabilisé par  le doigt de zinc de TFB. TFE 
stabilise aussi ce complexe en influençant la position de la pince de l’ARNP par les sous‐unités F et E t 
peut‐être en  interagissant directement avec  le brin non  transcrit.  (C) La phase d’initiation abortive 
est  caractérisée  par  une  production  de  courts  transcrits  ARN.  Cette  étape  est  stimulée  par  TFB 
probablement  parce  que  le  doigt  de  zinc  de  TFB  facilite  une  configuration  ADN/NTP  ou même 
ADN/ARN/NTP  (indiqué  par  le  flash  orange).  (D)  Pendant  la  fuite  de  l’ARNP  du  promoteur,  les 
facteurs généraux de transcription TBP, TFB et TFE sont ôtés et le transcrit ARN est adressé vers les 
sous‐unités F et  E de l’ARNP dans le complexe d’élongation (adapté de Werner and Weinzierl, 2005). 
c. L’élongation de la transcription 
La phase d’élongation de  la transcription est dépendante des éventuelles structures secondaires se 
formant à la fois par les séquences de  l’ADN matrice et de l’ARNm produit. Egalement, des facteurs  
de transcription généraux ou spécifiques aux gènes transcrits interviennent dans la régulation fine de 
la transcription (Vassylyev, 2009; Selth et al., 2010). 
Dans  le complexe d’élongation de  la  transcription  (TEC),  l’enzyme  interagit avec  l’ADN matrice db, 
avec le duplex ADN‐ARN et avec le nouveau transcrit ARN (Brueckner et al., 2009). D’après l’analyse 
des structures observées aux rayons X, la stabilité et l’intégrité du TEC dépend des interactions entre 
la tige de  l’ARNP et  l’ARN,  (Andrecka et al., 2009; Brueckner et al., 2009). La tige a été démontrée 
comme  la  structure  liant  l’ARN  in  vitro  et  in  vivo  (Meka  et  al.,  2003), mais  d’une manière  non 
spécifique aux séquences et avec une affinité faible (Grohmann and Werner, 2010). Ceci suggère  que 
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la  tige  pourrait  être  impliquée  plus  fortement  dans  l’élongation  que  dans  l’initiation  de  la 
transcription.  Malheureusement,  comme  ces  interactions  sont  dynamiques,  il  est  difficile  de 
répondre  par  l’approche  de  cristallographie  aux  différentes  questions  concernant  le  déroulement 
exact des différentes étapes de transcription. 
La vitesse d’élongation n’est pas constante, cette étape est marquée par des pauses et même des 
arrêts de  l’ARNP. Quand  cela  se produit,  l’enzyme  revient  souvent  en  arrière,  ce qui provoque  la 
dissociation du site actif de l’extrémité 3’ de l’ARN naissant.  Le replacement de l’extrémité 3’ dans la 
cavité catalytique est vital pour la reprise de l’activité de l’enzyme. Ceci se réalise par la création de 
nouveaux points en 3’ grâce à  la coupure de  la molécule de  l’ARN déjà synthétisée à  l’intérieur du 
complexe ARNP.  Il en résulte par  la  formation d’une nouvelle extrémité 3’ de  l’ARN placée dans  le 
site actif qui est ensuite utilisée pour redémarrer la polymérisation (Kettenberger et al., 2003). 
Chez  les  Archaea,  un  facteur  général  de  clivage  de  la  transcription  (TFS)  stimule  la  coupure  du 
transcrit. TFS est capable de  repositionner  l’ion catalytique Mg2+ porté par  l’ARNP en  insérant  son 
domaine de doigt de zinc dans  le site actif via  le pore d’entrée  (Hausner et al., 2000; Lange et al., 
2004). TFS a une forte similarité de séquence avec la protéine eucaryote TFIIS et la sous‐unité RPB9. 
Chez les Bacteria, la stimulation du clivage de la transcription est faite par GreA et GreB (Borukhov et 
al., 2005).  Les  facteurs bactériens de  clivage ne  sont pas  reliés  à  TFS ou  TFIIS  en  séquence  et  en 
structure, mais les mécanismes d’action sont très similaires. Tous ces facteurs entrent dans le noyau 
catalytique de l’ARNP, complètent le site actif en modifiant l’association avec l’ADN, l’ARN, les NTPs 
ou  les  ions  Mg2+,  et  stimulent  l’activité  catalytiques  « dormante »de  l’ARNP.  L’existence  de 
mécanismes aussi similaires entre des protéines non liées d’un point de vue évolutif, est un exemple 
intéressant d’adaptation convergente vers une même fonction. 
D’autres facteurs codés par les génomes des archées susceptibles d’être impliqués dans la régulation 
de l’élongation ont été identifiés par comparaison in silico. Ils ressemblent à certaines protéines des 
bactéries  et  des  eucaryotes  connues  pour  leur  rôle  dans  la  transcription.  Parmi  ces  protéines  se 
trouve l’homologue du facteur d’élongation Elp3 des eucaryotes et la protéine Spt5, homologue de la 
protéine  bactérienne  NusG  universellement  conservée,  présente  chez  les  eucaryotes  comme  le 
complexe hétérodimère Spt4/5. Cette dernière pourrait également être impliquée dans l'évasion de 
l’ARNP du promoteur. Le site de liaison de TFS chevauche le facteur d’initiation TFB dans la pince, il 
est  donc  possible  que  le  facteur  d'élongation  pourrait  déloger  les  facteurs  d'initiation  et  libérer 
l'enzyme pour l’élongation de la transcription (Sevostyanova et al., 2008). 
d. La terminaison de la transcription 
La  terminaison de  la  transcription  chez  les archées est moins bien  caractérisée  comparé aux deux 
autres étapes de la transcription, l’initiation et l’élongation. Chez les procaryotes, seules les bactéries 
bénéficient ces dernières années, d’avancées remarquables dans la caractérisation de la terminaison 
(Epshtein et al., 2007; Ciampi, 2006).  
L’ARNP d’archée semble terminer un cycle de transcription via un mécanisme similaire à celui décrit 
pour l’ARNP II eucaryote (Palangat et al., 2004). Dans ce cas, de courtes séquences poly‐dA présentes 
dans le brin matrice en aval et le codon stop servent de signal de terminaison reconnu directement 
par l’ARNP in vivo et in vitro (Santangelo and Reeve, 2006; Santangelo et al., 2009). La terminaison se 
réalise sans besoin de formation des structures secondaires en épingles à cheveux dans  le transcrit 
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ou de facteurs de terminaisons supplémentaires. L’ARNP ainsi en pause peut subir des changements 
conformationnels,  comme  l’ouverture  de  la  pince,  facilitant  la  dissociation  de  l’ARNP  de  l’ADN 
matrice  et  provoquant  probablement  la  terminaison  (Martin  et  al.,  1980; Hirtreiter  et  al.,  2010). 
Alternativement,  des  données  récentes  suggèrent  que  les  ARNP  archées  sont  « recyclées »  au 
promoteur et  initient à nouveau  la  transcription comme  l’ARNP  II eucaryote  (Spitalny and Thomm, 
2008). La mutation des  séquences en aval des poly‐dA provoque une diminution de  l’efficacité de 
transcription.  L’équilibre  subtil  entre  la  translocation de  l’ARNP  au‐delà des  séquences poly‐dA  et 
l’arrêt au niveau de  la  séquence  terminaison est  important pour  la  terminaison et  le  recyclage du 
système (Spitalny and Thomm, 2008) respectivement. 
Cependant, les données biologiques pointent sur l’insuffisance des hypothèses présentées ci‐dessus.  
En effet, beaucoup de gènes chez les archées ne possèdent pas de terminateurs sur leurs extrémités 
3'. Dans d’autres cas, des séquences terminatrices sont prédites mais elles se trouvent dans la partie 
codante de ces gènes. Malgré  l’absence de données directes,  il semble que  les archées pourraient 
coder pour des protéines qui agissent de la même façon que les terminateurs bactérien et eucaryote,  
Rho (Campi et al., 2006) et Xrn2 (Nagarajan et al., 2013). 
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4. La régulation de la transcription chez les archées 
Parmi  plusieurs  types  de  régulations  d’expression  des  gènes  existant  dans  une  cellule  vivante 
(transcriptionnelle,  post‐transcriptionnelle,  traductionnelle),  la  régulation  de  l’initiation  de  la 
transcription est une des plus  courantes. Elle est  réalisée par  l’action de  facteurs de  transcription 
spécifiques.  
Dans  ce  chapitre,  plusieurs  stratégies  de  régulation  de  l’initiation  de  la  transcription  découvertes 
chez les archées sont présentées en mettant l’accent sur l’utilisation de protéines de liaison à l’ADN 
de type bactérien. 
1. Caractérisation  générale des mécanismes de  régulation de  l’expression  génique  chez  les 
archées 
a. Régulation par des facteurs généraux de la transcription 
La majorité  des  génomes  séquencés  chez  les  Archaea  codent  pour  de multiples  orthologues  des 
facteurs généraux de  transcription, qui pourraient être  responsables de  la modification du niveau 
d’expression de certains gènes. Par exemple, Halobacterium salinarum possède six copies du gène 
tbp, tbpA‐F, dont seul  le gène tbpE est porté par  le chromosome. Les cinq autres gènes sont portés 
par  les  plasmides  pRNC100  et  PRNC200  (200kb)  (Teufel  et  al.,  2008).  Le  nombre  de  copies 
alternatives  de  gènes  tbp  varie  selon  la  souche  et  dépend  du  nombre  de  copies  de  plasmides 
porteurs.  L’analyse  comparative  de  l’expression  de  ces  gènes  au  cours  de  la  croissance  cellulaire 
révèle  que  le  gène  tbpE  est  le mieux  exprimé  faisant  penser  que  le  facteur  TbpE  est  le  facteur 
principal. En ce qui concerne  les autres copies de tbp,  il a été suggéré qu’elles pourraient  jouer un 
rôle essentiel dans la croissance en phase stationnaire. Une étude récente a révélé qu’en conditions 
anaérobies,  les souches portant un plasmide délété pour ces gènes alternatifs poussent moins vite 
que les souches sauvages (Teufel et al., 2008). En outre, H. salinarum code pour sept copies du gène 
tfb  (Basset  et  al.,  2000).  Il  semble  que  l'utilisation  de  différentes  combinaisons  de  TBP  et  TFB 
permette  une  régulation  très  fine  du  niveau  de  transcription  d’une majorité  de  gènes  selon  les 
conditions environnementales dans lesquelles se trouve la cellule d’archée (Facciotti et al., 2007). 
La plupart des Archaea ont deux paralogues TFB, TFB et TFB2 (le rôle de TFB dans la transcription a 
déjà  été  présenté  dans  le  Chapitre  I.3.3). Notamment  chez  Thermococcus  kodakarensis,  les  deux 
copies de TFB semblent être complètement redondantes aussi bien in vivo qu’in vitro (Santangelo et 
al., 2007). Pyrococcus  furiosus encode également pour deux paralogues TFB, qui  sont  transcrits  in 
vivo. Cependant,  il  est  à noter que  la  structure de  TFB2 de P.  furiosus  semble  être  altérée  car  la 
protéine  ne  possède  pas  de motif  B‐finger  reconnaissable  (Micorescu  et  al.,  2008).  L'importance 
physiologique  des  TFBs multiples  chez  les  Archaea  n'est  pas  entièrement  comprise.  Cependant, 
certaines  données  indiquent  que  le  rôle  physiologique  de  deux  orthologues  de  TFB  n’est  pas 
identique.  Ainsi,  il  été  démontré  que  chez  P.  furiosus,  les  niveaux  de  transcription  de  tfb2 
augmentaient  après  un  choc  thermique  tandis  que  ceux  de  tfb1  restaient  stables.  Ceci  suggère  
l’implication   directe  (Micorescu et al., 2008) ou  indirecte  (Shockley  et al., 2003) de TFB2 dans  la 
réponse au stress thermique. 
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b. Régulation par des facteurs liant des séquences ADN spécifiques 
Chez les Archaea, la grande majorité des protéines susceptibles d’intervenir dans la régulation de la 
transcription, en  se  liant à  l’ADN et en affectant  l’expression génique,  sont prédites  in  silico  sur  la 
base  de  leur  ressemblance    aux  différents  régulateurs  bactériens  (Aravind  and  Koonin,  1999).  En 
effet,  l’analyse  in  silico  des  génomes  archées  disponibles  n’a mis  en  évidence  qu’un  très  faible 
nombre de protéines homologues aux protéines eucaryotiques capables de lier l’ADN. Ceci a été une 
observation  surprenante  en  sachant  que  les  archées  transcrivent  leurs  gènes  à  l’aide  d’une 
machinerie transcriptionnelle très proche de celle des eucaryotes.  
La plupart des régulateurs transcriptionnels d’archées identifiés jusqu’ici possèdent des domaines de 
liaison à l’ADN typiquement bactériens, comme les motifs RHH (ribbon‐helix‐helix) et HTH (helix‐turn‐
helix) (Aravind and Koonin, 1999; Perez‐Rueda, Collado‐Vides et al., 2004). Il convient de mentionner 
que  certains  régulateurs présumés ont un motif  en doigt de  zinc de  type C2H2  (Bettstetter  et al., 
2003), mais  ils  sont  codés essentiellement par des  génomes de  virus  infectant des archées et  ces 
protéines sont très peu étudiées. Une de ces protéines, AFV1p06 du virus AFV1 des Lipothrixviridae a 
été caractérisée en détails au cours de mon travail doctoral (Guillière et al., 2013). Un autre domaine 
de  liaison,  le domaine swapped‐hairpin est aussi bien  représenté dans  les génomes des Sulfolobus 
(Prangishvili et al., 2006). 
i. Les répresseurs transcriptionnels chez les archées 
Deux mécanismes principaux de répression ont été décrits chez les Archaea et leurs virus. Le premier 
mécanisme  implique  la  liaison du répresseur sur un site chevauchant  l’élément BRE et  la séquence 
TATA‐box bloquant ainsi par encombrement stérique  l’accès au promoteur pour  les facteurs TBP et 
TFB  (Lee  et  al.,  2005;  Lipscomb  et  al.,  2009).  Dans  le  second  mécanisme,  le  régulateur 
transcriptionnel se lie à un site en aval de la TATA‐box (Lie et al., 2010; Karr 2010; Lee et al., 2008.; 
Kanai  et  al.,  2007). Dans  ce  cas,  la  liaison  des  facteurs  TBP  et  TFB  n’est  pas  empêchée, mais  la 
présence du  régulateur  inhibe  le  recrutement de  l’ARNP  (Peeters et al., 2013). Plusieurs exemples 
illustrant ces deux mécanismes de répression sont présentés plus loin. 
ii. Les activateurs transcriptionnels chez les archées 
Les  activateurs  transcriptionnels  chez  les Archaea  sont moins  caractérisés que  les  répresseurs.  Le 
mécanisme  d’activation  le  plus  connu  consiste  à  faciliter  l’accès  des  facteurs  généraux  de  la 
transcription à l’ADN, soit par des changements conformationnels de l’ADN, soit par des interactions 
directes avec les facteurs généraux de la transcription. 
Habituellement,  les  activateurs  transcriptionnels  se  lient  à  un  site  opérateur  primaire,  localisé  en 
amont  ou  chevauchant  partiellement  l’élément  BRE,  qui  est  aussi  appelé  « upstream  activating 
sequence » (UAS). Des sites opérateurs auxiliaires sont localisés en amont du premier site, en aval de 
la TATA‐box ou en aval du site d’initiation de la transcription. Il a été montré qu’ils amélioraient ainsi 
directement le recrutement in vitro de TBP à la TATA‐box (Ouhammouch et al., 2003; 2005; Peng et 
al.,  2009),  même  si  les  mécanismes  d’activation  in  vivo  de  ces  régulateurs  restent  à  prouver. 
Plusieurs exemples d’une  telle  régulation  sont discutés plus en détails dans  les  sections  suivantes 
(Figure 18). 
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Figure 18 : Vue d’ensemble des mécanismes moléculaires de la régulation de la transcription et des 
localisations  de  liaison  observées.  (A)  très  en  aval  du  promoteur;  (B)  en  aval  mais  proche  du 
promoteur;  (C) chevauchement du promoteur principal;  (D) en amont du promoteur;  (E) en amont 
du site d’initiation de  la  transcription. Le symbole +  indique que  le mécanisme a été démontré,  le 
symbole  (+)  que  le mécanisme  a  été  postulé  sans preuves  concluantes  (adapté de  Peeters  et  al., 
2013). 
c. Régulation post‐transcriptionnelle et dégradation des ARNm 
Il  existe  très  peu  d'informations  sur  la  régulation  post‐transcriptionnelle  chez  les  Archaea.  Les 
principales données décrivant  les modifications de  l’ARNt, viennent des archées halophiles  (Phillips 
and de Crecy‐Lagard, 2011).   
La  dégradation  des  ARNm  est  un  processus  biologique  essentiel  très  important  dans  tous  les 
domaines  de  la  vie.  Il  a  été  largement  étudié  sur  les modèles  bactériens  (Kaberdin  et  al.,  2011; 
Bechhofer 2011; Lalaouna et al., 2013) et viraux, surtout pour le bactériophage T4 (Uzan and Miller, 
2010).  Ce  processus  est  également  décrit  en  détails  chez  les  eucaryotes  (Moore,  2005).  La 
dégradation  chez  les  archées  est  moins  bien  comprise  mais  plusieurs  études  indiquent  son 
importance  dans  la  régulation.  Par  exemple,  chez  les  Sulfolobales,  le  facteur  d'initiation  de  la 
traduction a/eIF2, homologue du facteur eucaryote eIF2, possède un rôle supplémentaire. L'une de 
ses  sous‐unités  peut  lier  l’extrémité  5’  des  ARNm  et  contrecarrer  la  dégradation  de  l’ARNm 
(Hasenohrl et al., 2008). Ce mécanisme ressemble fortement à celui décrit pour le modèle eucaryote 
(Newbury et al., 2006). 
d. La régulation par les histones chez les archées 
Dans  les cellules eucaryotes,  l’ADN chromosomique est  structuré par  les histones dont  l’ensemble 
forme  des  complexes  nucléoprotéiques  appelés  les  nucléosomes.  La  présence  des  histones  a  été 
considérée comme une caractéristique marquante et unique des Eukarya jusqu'à ce que les histones 
d'Archaea soient découvertes (Sandman et al., 1990).  
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Chez  les  Archaea,  presque  toutes  les  Euryarchaeota  connues  codent  pour  des  homologues  des 
histones et quelques Crenarchaeota codent pour des protéines capables de structurer l’ADN de façon 
semblable aux histones.  
Les histones d’archées existent en tant que dimères et par  leur structure ressemblent aux histones 
eucaryotiques  H3  et  H4  (Reeve  et  al.,  2004).  Chez  P.  furiosus  (Soares  et  al.,  1998)  et 
Methanothermobacter  thermoautotrophicus  (Xie  and  Reeve,  2004),  il  a  été  démontré  que  la 
structuration de  l’ADN chromosomique en tétrasomes formés par  les dimères d’histones réprime  la 
transcription  in vitro. Les auteurs expliquent cet effet par  l’interférence entre  les  tétrasomes et  le 
processus de  l’assemblage du PIC. Toutefois,  les histones des euryarchées n'ont pas  les queues N 
terminales  (Cheung  et  al.,  2000)  constituant  normalement  les  cibles  des  modifications  chez  les 
eucaryotes.  Aucun homologue des enzymes eucaryotes de modification des histones  n’a été trouvé 
in silico dans aucun des phyla d’archées. 
Chez  les  crénarchées,  une  autre  protéine  de  type  histone  a  été  identifiée.  Cette  protéine,  Alba 
(Acetylation Lowers Binding Affinity), est capable de former des structures proches de la chromatine 
(Xue et al., 2000; Bell et al., 2002; Wardleworth et al., 2002). Alba peut être acétylée et désacétylée 
par  des  enzymes  de modification.  En  outre,  il  a  été  démontré  que  la  forme  désacétylée  d'Alba 
réprime la transcription in vitro (Bell et al., 2002). Néanmoins, le mécanisme moléculaire de l'action 
d’Alba demeure hypothétique, même s'il est de plus en plus évident (Soppa et al., 2010) que son état 
d'acétylation influe sur le degré de compactage de la chromatine chez les Sulfolobales . 
2. Deux groupes majoritaires de régulateurs transcriptionnels chez  les archées –  les  familles 
HTH et RHH 
Une  inspection  in  silico  des  régulateurs  transcriptionnels  annotés  dans  les  génomes  d’archées  et 
leurs virus montrent que quatre motifs principaux sont employés pour  lier  l’ADN  : Helix‐Turn‐Helix 
(HTH), Ribbon‐Helix‐Helix (RHH), swapped‐hairpin et doigt de zinc C2H2. 
Dans  cette  section, une  caractérisation détaillée des  régulateurs HTH et RHH actuellement décrits 
chez les Archaea est présentée. 
a. Les domaines de liaison HTH et wHTH 
Le  domaine  HTH  est  la  structure  de  liaison  à  l’ADN  la  plus  abondante  décrite  jusqu’ici  chez  les 
procaryotes (Sauer et al., 1982; Aravind et al., 2005). Ce domaine est composé par deux hélices α. La 
plupart des  facteurs de transcription portant ce motif, placent une hélice α dans  le grand sillon de 
l’ADN pour  lier des séquences ADN spécifiques. Le domaine winged HTH (wHTH) se distingue par  la 
présence d’une unité en épingle à cheveux d’un feuillet β (l’aile) en C‐terminal (Aravind et al., 2005). 
La superfamille des protéines de  liaison à  l’ADN wHTH (winged HTH), qui est une variante du motif 
HTH,  inclut  la majorité  des  régulateurs  transcriptionnels  des  Sulfolobus. Dans  ces  protéines,  l’aile 
offre une  interface additionnelle pour  le contact avec  l’ADN, en  interagissant  typiquement avec  le 
petit sillon de l’ADN, à travers des résidus chargés (Gajiwala and Burley, 2000). 
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b. Les régulateurs HTH de la famille Lrp chez les archées 
D’après les analyses in silico, il est prédit que la famille Leucine‐Responsive Regulatory Protein (Lrp), 
une  famille  bien  connue  de  régulateurs  chez  les  Bacteria,  est  également  très  présente  chez  les 
Archaea (Brinkman et al., 2003). Les protéines de type Lrp ont été annotées dans tous  les génomes 
d’archées disponibles et  sont considérées comme  l’une des plus abondantes  familles de protéines 
régulatrices de la transcription dans ce domaine (Wu et al., 2008; Charoensawan, Wilson et al., 2010; 
Pérez‐Rueda and Janga, 2010). 
Chez  les  bactéries,  les  protéines  Lrp  sont  d’importants  régulateurs  impliqués  dans  le  contrôle  du 
métabolisme des acides aminés. La famille Lrp, nommée ainsi d’après la protéine prototype de cette 
famille (le régulateur général Lrp décrite initialement  chez Escherichia coli), est aussi connue sous le 
nom de Feast/Famine Regulatory Proteins  (FFRP)  (Calvo and Matthews, 1994), à cause de son rôle 
joué dans l’adaptation métabolique lors de l’appauvrissement du milieu de croissance.  
Ci‐dessous, des exemples et des détails fonctionnels des régulateurs négatifs et positifs trouvés chez 
les Crenarchaeota et  les Euryarchaeota sont donnés ci‐dessous avant d’énoncer  les caractéristiques 
plus générales de la famille des protéines Lrp. 
i. Mécanismes de contrôle et exemples de régulateurs Lrp archées 
La  régulation  de  l'expression  génique  chez  les  Archaea  est  souvent  obtenue  par  différentes 
interactions avec le complexe de pré‐initiation de la transcription.  
Généralement,  les  régulateurs  archées  de  type  Lrp  se  lient  à  proximité  de  la  région  promotrice, 
permettant  la  formation  d’un  complexe  ternaire  TBP‐TFB‐Lrp.  Ces  régulateurs  ont  souvent  une 
double  fonction :  ils peuvent  affecter  la  formation du PIC de  façon positive  et négative. Un  autre 
mécanisme de régulation  implique  le changement de topologie de  l’ADN à  la suite de  la  formation 
d’un  filament  nucléoprotéique  grâce  à  l’oligomérisation  de  la  protéine  Lrp  sur  l’ADN  cible.  Ce 
changement affecte l’efficacité de la transcription (Peeters and Charlier, 2010). 
Il apparaît que les stratégies de régulation qui peuvent être employées sont très variables et encore 
mal comprises.  
1. Les répresseurs Lrp chez les archées 
FL11 de Pyrococcus horikoshii et  Lrp et  LrpA1 de Halobacterium  salinarum  sont probablement  les 
régulateurs Lrp  les mieux étudiés chez  les Euryarchaeota (Yokoyama et al., 2007; Kawashima et al., 
2008; Schwaiger et al., 2010). 
Chez  P.  horikoshii,  FL11  est  prédit  pour  réprimer  l'expression  de  plus  de  deux‐cent  gènes.  La 
structure cristalline du régulateur sous sa forme de dimère, dans un complexe avec de l’ADN db a été 
résolue (Yokomaya et al., 2007) (Figure 19b) et son analyse démontre que FL11 induit une flexion de 
55°  au milieu  du  site  de  liaison.  Lorsque  la  lysine  est  présente  dans  le milieu  en  concentrations 
élevées,  quatre  dimères  de  FL11  se  lient  ensemble  en  octamère  (Figure  19d)  et  couvrent  le 
promoteur du gène fl11, autorégulant sa transcription. La transcription du gène de la biosynthèse de 
la lysine est également réprimée par le même mécanisme. La réduction de la concentration de FL11 
diminue la répression de plusieurs gènes sous le contrôle de FL11 activant le mode « festin ». Il s’agit 
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des  gènes  codant  pour  le  catabolisme  des  acides  aminés  et  de  la  synthèse  de  l'ATP.  En mode  « 
famine », peu de lysine est disponible et les dimères de FL11 ne s’assemblent pas en octamères. La 
répression  du  promoteur  fl11  est  levée  et  à  la  suite  de  son  expression,  une  grande  quantité  de 
dimères de FL11 deviennent disponibles pour réprimer la transcription de ses gènes cibles. Dans ces 
conditions, la croissance cellulaire s’arrête rapidement. Parmi les gènes régulés par FL11 se trouvent 
quatre  autres  gènes  codant  pour  des  protéines  de  type  Lrp.  Le  réseau  hiérarchique  établi  par  le 
régulateur général FL11 et  les  régulateurs sous son contrôle  régule 20 % de gènes de P. horikoshii 
(Yokoyama et al., 2009).  
 
Figure  19 :  Structures  caractéristiques  des  protéines  de  type  Lrp  chez  les Archaea.  (a)  Structure 
monomérique de Grp de S. tokodaii. Les hélices α sont désignées : αA‐ αE et les feuillets β : β1‐β5. Le 
domaine de liaison à l’ADN en N‐terminal correspond à la partie basse de la structure, et le domaine 
de  liaison  au  ligand  en  C‐terminal  correspond  à  la  partie  haute  de  la  structure.  Ils  sont  appelés, 
respectivement,  DNA‐binding‐domain  et  RAM  domain.  (b)  Structure  d’un  dimère  de  FL11  de 
Pyrococcus horikoshii  lié à  l’ADN.  (c) Structure d’un octamère de LrpA de P.  furiosus.  (d) Structure 
d’un  octamère  de  FL11  de  P.  horikoshii,  lié  par  de  l’arginine,  dans  sa  conformation  ouverte.  Les 
molécules arginines sont les points violets (Yokoyama et al., 2007; Kumarevel et al., 2008).  
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Chez H. salinarum,  le  rôle des  régulateurs de Lrp et LrpA1 a été évalué en comparant  l’expression 
d’une souche sauvage à des mutants de perte (KO) ou de gagne (surexpression) de fonction, à l’aide 
d’une approche de puces à ADN (Kawashima et al., 2008; Schwaiger et al., 2010). Lrp s'est avéré agir 
comme un régulateur transcriptionnel général, contrôlant des gènes impliqués dans le métabolisme 
central, dans  la synthèse des acides aminés, dans  les processus de transport et de transduction du 
signal.  LrpA1,  en  revanche,  possède  un  rôle  plus  spécifique,  en  contrôlant  le  gène  de  l’aspartate 
transaminase, en présence de L‐aspartate.  
Comme  déjà  discuté  dans  la  section  I.4.1.a,  H.  salinarum  code  pour  sept  gènes  tfb.  De  façon 
intéressante, Lrp et LrpA1 contrôlent la transcription de différents gènes tfb, reliant la régulation de 
facteurs alternatifs de transcription à une régulation plus spécifique par les Lrp. 
Pour  les protéines Lrs14 de  la crénarchée S. solfataricus et LrpA de  l'euryarchée P. furiosus,  il a été 
démontré qu’elles répriment  la transcription des promoteurs de  leurs propres gènes. La répression 
semble  indépendante de  la présence d’une molécule effectrice. LrpA  (Figure 19c) se  lie à  la région 
promotrice de son propre gène  reconnaissant un site de  liaison situé  juste en aval de  la TATA‐box 
(Brinkman  et  al.,  2008).  Les  facteurs  généraux  de  transcription  peuvent  continuer  à  se  lier  au 
promoteur, mais  la  présence  du  régulateur  accroché  à  son  site  bloque  le  recrutement  de  l’ARNP 
(Dahkle  et  al.,  2002).  Les  auteurs  ont  suggéré  que  ce  type  de  régulation  est  bénéfique  pour  une 
réponse rapide face aux changements environnementaux, car dès la libération du régulateur négatif, 
le PIC n’a besoin que de directement  recruter  l’ARNP pour commencer  la  transcription.  Le  site de 
liaison de Lrs14 sur le promoteur de son gène est localisé de façon à chevaucher avec l’élément BRE 
et  la  TATA‐box,  empêchant  ainsi  les  facteurs  TBP  et  TFB  de  se  lier  au  promoteur  et  bloquant 
directement l’initiation de la transcription  (Bell and Jackson, 2000; Schwaiger et al., 2010). 
Des mécanismes d'action similaires ont été proposés pour d’autres régulateurs, comme Sa‐Lrp de la 
crénarchée S. acidocaldarius (Enoru‐Eta et al., 2000). Sa‐Lrp régule négativement la transcription de 
son propre gène couvrant son promoteur entier. Bien que  jamais prouvé expérimentalement, cela 
semble bloquer la formation du PIC (Vassart et al., 2013). 
Il a été possible de cristalliser la protéine Grp (Figure 19a) (protéine du récepteur de la glutamine) de 
S.  tokodaii  sous  forme native  et  en  complexe  avec  son  effecteur,  la  L‐glutamine. Un  changement 
conformationnel important se produit dans le domaine de liaison à l’effecteur lors de la liaison de la 
L‐glutamine  qui  pourrait  être  essentielle  pour  la  stabilisation  de  la  structure  octamérique.  Cela 
pourrait signifier qu’en fonction de la présence/absence de L‐glutamine il existe deux conformations 
distinctes de la forme octamérique de Grp. Selon sa conformation, la protéine agira sur les différents 
sous‐ensembles de gènes cibles (Kumarevel et al., 2008). 
2. Les activateurs Lrp chez les archées 
Ptr2 a été identifié dans le génome de l’euryarchée Methanococcus jannaschii comme un régulateur 
transcriptionnel putatif, homologue de Lrp. Son site consensus de liaison à l'ADN a été tout d'abord 
déterminé par  l’approche de SELEX  (Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment) et 
une  recherche dans  la  séquence du génome de M.  jannaschii des  sites de  liaison putatifs a  révélé 
plusieurs  cibles potentielles  (Ouhammouch  and Geiduschek,  2001).  Ptr2  active  la  transcription de 
gènes  codant  pour  la  rubredoxin  2  (rb2),  la  ferrédoxine  A  (fdxA)  et  la  rubrerythrine  (rbr) 
(Ouhammouch et al., 2003; 2005). 
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L'effet d'activation  a d’abord  été observé pour  le  promoteur  rbr  (Ouhammouch  et  al.,  2003),  sur 
lequel Ptr2 a  trois  sites de  liaison  (Figure 20).  Les  sites 1 et 2  sont  localisés  juste en amont de  la  
TATA‐box et sont séparés par trois tours d’hélices de l’ADN. 
L'effet d'activation après la liaison de Ptr2 sur le site 1, le site avec l’affinité la plus élevée, provient 
d'un contact direct et spécifique entre  la protéine régulatrice et  le  facteur général de transcription 
TBP,  améliorant  la  formation  du  PIC.  Le  site  2  contribue  à  cet  effet  activateur  en  promouvant 
l'occupation du site 1, par le biais de changements de conformation de l'ADN. Ces sites constituent le 
site d’activation en amont du promoteur (UAS pour « Upsteam Activation Site »). Un troisième site 
de  liaison,  le site X, est situé dans  la partie codante du gène rb2 en aval de  la TATA‐box. Le rôle du 
site X dans la transcription n'est pas clair, mais il a été suggéré qu'il devrait, très probablement, avoir 
un rôle fonctionnel in vivo (Ouhammouch et al., 2005). 
Le module  d'activation  de  la  protéine  a  été  identifié  en  construisant  des mutants  de  Ptr2. Deux 
classes  de mutants  présentant  un  défaut  d'activation  ont  été  obtenues.  Les mutants  du  premier 
groupe ont été affectés dans la capacité de Ptr2 à interagir avec TBP. Les mutants du second groupe 
ont  préservé  leur  capacité  à  recruter  TBP  et  TFB, mais  ils  échouent  à  assembler  des  complexes 
d’initiation  fonctionnels.  Le  dernier  phénotype  suggère  la  participation  de  Ptr2  dans  des  étapes 
postérieures à l’initiation de la transcription (Pritchett, et al., 2009). 
 
Figure 20 : Mécanisme de régulation transcriptionnel par Ptr2 de Methanococcus jannaschii. (A) La 
région promotrice du gène rb2 et ses éléments régulateurs. Les sites de liaison 1 et 2 de Ptr2 sont à ‐
48pb et ‐79pb, respectivement, par rapport au site d’initiation de la transcription (+1) et le site X est 
à +7pb (les distances centre à centre sont indiquées au‐dessus). Les motifs hexamères de liaison sont 
encadrés  et  les  nucléotides  correspondant  au  site  consensus  sont  en  majuscules.  (B)  Modèle 
d’architecture et du mécanisme des UAS (usptream activation sites) (modifié de Ouhammouch et al., 
2005). 
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SS‐LrpB  de  la  crénarchée  S.  solfataricus  est  probablement  le membre  de  la  famille  Lrp  le mieux 
étudié. Cette protéine a été d'abord caractérisée comme un régulateur hypothétique de son propre 
gène étant  donné  qu’il  était  capable  de  se  lier  à  la  région  de  son  promoteur  dans  la  partie 
chevauchant la TATA‐box et l'élément BRE (Peeters et al., 2004). Un mécanisme d’autorégulation qui 
implique le blocage de la formation du PIC a été proposé (Peeters et al., 2004). L’analyse de la région 
du promoteur révèle que la protéine reconnaît trois sites spécifiques de liaison imparfaits de quinze 
nucléotides séparés par seize ou dix‐sept nucléotides (Peeters et al., 2004).  
Comme illustré à la Figure 21, le site le plus éloigné (Site 3) est localisé à cent nucléotides en amont 
du site d’initiation de  la transcription et  le site  le plus proche (Site 1) est à quarante nucléotides du 
+1.  Les  trois  sites  sont  situés  sur  la même  face  de  l'hélice  d'ADN.  De  façon  intéressante,  le  site 
intermédiaire (Site 2) a l’affinité pour Ss‐Lrp la plus faible. Cette configuration conduit à la formation 
de trois complexes distincts de manière dépendante de la concentration (Peeters et al., 2004).  
 
Figure 21 : Séquence de la région promotrice de gène ss‐lrpB avec les trois sites de reconnaissance 
et  leur distance relative du site d’initiation de  la transcription. Les  lettres rouges représentent  les 
séquences palindromiques et les points rouges les centres de symétrie 2D (modifié depuis Peeters, et 
al., 2004). 
En analysant la capacité de former le PIC en présence de ce régulateur, il a été démontré que Ss‐LrpB 
n’inhibait  pas  la  liaison  des  facteurs  généraux  de  la  transcription.  Ces  observations  ont  induit  les 
auteurs à suggérer que  la  liaison  initiale au Site 1 activerait  la transcription à distance de  la même 
façon que décrite pour  le  régulateur Ptr2. En outre,  comme  la  liaison de  Ss‐LrpB  induit une  forte 
déformation  de  l’ADN  sur  chaque  site,  chaque  complexe  induira  un  degré  différent  de  courbure 
d’ADN (Figure 22). 
L’occupation de l’ensemble des trois sites provoque une très forte déformation de l’ADN dans cette 
région promotrice, conduisant à une répression de la transcription (Peeters et al., 2004). En effet, il a 
été démontré ultérieurement que lorsque les trois sites sont occupés, il y a formation de complexes 
nucléoprotéiques globulaires couvrant une région d'environ 100pb (Peeters et al., 2006). 
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Figure 22 : Représentation des différents complexes formés après la liaison de Ss‐LrpB à son propre 
promoteur  et  les  courbures  induites  associées.  Les  flèches  indiquent  le  milieu  de  la  courbure 
(modifié depuis Peeters et al., 2004) 
Les sites de liaison de Ss‐LrpB ont été identifiés dans la région promotrice d’un opéron codant pour 
une  pyruvate‐ferredoxine‐oxidoréductase  (porDAB)  et  en  amont  de  deux  gènes  codant  des 
perméases  putatives    (Peeters  et  al.,  2009).  Une  combinaison  d'études  de  liaison  in  vitro  et 
d’analyses d'expression de  gènes  in  vivo ont montré que  Ss‐LrpB  agit  comme un  activateur de  la 
transcription  de  ces  trois  gènes  comme  prédit  initialement  (Peeters  et  al.,  2009).  De  façon 
intéressante,  l'organisation  des  sites  de  liaison  du  régulateur  dans  por  est  le même  que  dans  la 
région  promotrice  de  Ss‐LrpB,  ce  qui  suggère  que  des  mécanismes  de  régulation  similaires, 
dépendants de la concentration de la protéine régulatrice, s’appliquent également à cet opéron. 
Il a été démontré  in vitro que Ss‐LrpB peut fonctionner à  la fois comme un activateur et comme un 
répresseur de  la transcription de son propre gène et ceci de façon dépendante de sa concentration 
(Peeters et al., 2009). La liaison coopérative de dimères et le recouvrement de l’ADN semble être le 
mécanisme expliquant l’effet positif de Ss‐LrpB à faible concentration de la protéine et l’effet négatif 
qu’elle exerce sur la transcription de son propre gène à forte concentration.  
Des  informations  sont également disponibles concernant un autre  régulateur de  type Lrp  identifié 
chez les Sulfolobales. Ainsi, LysM de S. solfataricus régule la biosynthèse de la lysine et peut‐être de 
l’arginine, à  travers  le groupe de gènes  lys. La protéine LysM se  lie à une UAS dans  la  région d’un 
promoteur  faible  lysW,  juste  en  amont de  l’élément BRE.  La  liaison  est  favorisée  en  l'absence de 
lysine, lorsque la transcription de ce cluster est maximale (Brinkman et al., 2002). Lorsque de la lysine 
exogène  est  présente,  elle  sert  de  ligand  pour  LysM, modifiant  son  affinité  de  liaison  à  l'ADN  et 
inhibant  l'effet de  l'activation  (Brinkman et al., 2002).   Récemment, soixante‐dix nouveaux sites de 
liaison  pour  LysM  chez  S.  solfataricus  ont  été  identifiés  par  des  expériences  de  ChIP‐chip 
(« chromatin  immunoprecipitation ») et confirmés  in vitro. LysM se fixe à des régions  intergéniques 
et  codantes,  incluant  les  promoteurs  de  plusieurs  gènes  impliqués  dans  la  biosynthèse  d’acides 
aminés  et  le  transport  de  gènes.  LysM  apparaît  comme  un  régulateur  plus  polyvalent  que  pensé 
initialement capable d’utiliser une variété d’acides aminés pour détecter la qualité nutritionnelle de 
l’environnement et moduler en fonction la machinerie métabolique de Sulfolobus (Song et al., 2013).  
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ii. Analyse structurale des protéines Lrp archées 
Même si  les protéines de  type Lrp démontrent une  faible conservation de séquences aminoacides, 
elles  ont  une  structure  bien  conservée.  Les  structures  cristallines  de  plusieurs  protéines  Lrp  de 
plusieurs phyla d’Archaea ont  été  résolues  récemment  (Peeters  and Charlier,  2010).  La  Figure  19 
présente quelques exemples de ces régulateurs. 
Ces protéines de petit poids moléculaire sont  typiquement des monomères d’environ 15kDa, dont 
les  deux  domaines  caractéristiques  ont  été  bien  définis :  le  domaine  de  liaison  à  l’ADN,  en  N‐
terminal, contenant  le motif HTH  (le plus  souvent,  il  s’agit d’un motif wHTH); et  le domaine en C‐
terminal qui  facilite  l’oligomérisation et  la  liaison avec  l’effecteur, aussi  connu  comme  le domaine 
RAM (Region of Amino‐acid Metabolism) (Ettema et al.2002).  
Le fait que la plupart des protéines de type Lrp d’archées cristallisent sous forme d’octamères ou de 
formes d’association plus élevées  indique  la capacité de ces protéines à s’oligomériser (Koike et al., 
2004).  L’unité  fonctionnelle est un dimère où  l’interaction entre deux brins  β appartenant à deux 
domaines  RAM  différents,  β2  et  β5,  établit  un  noyau  hydrophobe  stable  (Enoru‐Eta  et  al.,  2002; 
Ouhammouch et al., 2001; Brinkman et al., 2000). La reconnaissance des séquences spécifiques de 
liaison à  l’ADN est obtenue par  l’insertion d’hélices α du domaine de  liaison à  l’ADN dans  le grand 
sillon de l’ADN (Aravind et al., 2005; Wintjens et al., 1996; Harrison et al., 1990). 
iii. Interaction de Lrp avec les séquences cibles  
La définition d’une séquence consensus pour une protéine de  liaison à  l’ADN permet normalement 
l’identification de toutes ses cibles spécifiques dans le génome. Cette information ouvre la possibilité 
d’étudier le réseau de régulation entier sous le contrôle d’une protéine. 
Dans  le  cas  des  protéines  de  la  famille  Lrp,  la  conservation  réduite  des  sites  de  liaison  rend 
l’identification des  cibles plus problématique.  Par  exemple,  les hélices  du domaine de  liaison  à 
l’ADN des dimères Lrp d’archées reconnaissent des sites de treize à dix‐sept nucléotides de long, avec 
des  répétitions  dégénérées  inversées  (Ouhammouch  and Geiduschek,  2001;  Peeters  et  al.,  2007; 
Yokoyama et al., 2009). Il y a différentes techniques disponibles pour  identifier  le site spécifique de 
liaison à  l’ADN d’un régulateur. Pour beaucoup de protéines d’archées de type Lrp, cela été réalisé 
par  l’approche de SELEX (Dahlke and Thomm, 2002; Yokoyama et al., 2005; Yokoyama et al., 2009). 
Une  autre  approche  pour  mieux  définir  la  séquence  conservée  d’une  cible  est  de  réaliser  des 
substitutions de nucléotides sur un site consensus établi par l’alignement des sites de liaison connus 
(Peeters et al., 2007). 
Dans  les génomes d’archées,  les  cibles des protéines de  type  Lrp  semblent  souvent être dans des 
groupes de sites multiples imparfaits, avec chacun une affinité de liaison différente. Néanmoins, pour 
les différentes protéines de famille Lrp caractérisées chez les archées, plusieurs profils d’organisation 
des  sites  de  liaison  et  de  coopération  entre  des  copies  multiples  de  la  protéine  peuvent  être 
distingués :  
(i)  la  liaison  coopérative de dimères  séparés à des  sites multiples qui  interagissent étroitement et 
pourraient former des oligomères d’ordre plus élevé (Peeters et al., 2004). 
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(ii)  la  liaison  d’une  forme  d’oligomère  d’ordre  plus  élevé  (tétramères),  à  un  ou  plusieurs  sites  de 
liaison régulièrement espacés (Figure 19c) (Brinkman et al., 2000; Brinkman et al., 2002). 
(iii) une  liaison moins  spécifique d’oligomères d’ordre plus élevé  (octamères) à de  longues  régions 
d’ADN de plus de 100pb (Figure 19b et 19d) (Enoru‐Eta et al., 2000; Yokoyama et al., 2005). 
Dans  certains  cas, pour  le même  régulateur de  type  Lrp, plusieurs profils de  liaison peuvent  être 
observés;  le  degré  d’oligomérisation  dépend  alors  de  l’interaction  de  Lrp  avec  un  effecteur 
(Yokoyama  et  al.,  2006)  qui  sont  le  plus  souvent  des  acides  aminés  correspondant  aux  voies  de 
biosynthèse régulées par le régulateur Lrp correspondant. 
Des  exemples  détaillés  correspondant  aux  trois  profils  de  liaison  mentionnés  ci‐dessus  ont  été 
présentés et discutés dans la section I.4.2.b.i. 
c. Les régulateurs HTH de la famille MarR 
Les protéines de la famille MarR (Multiple antibiotique resistance Regulators) constituent un groupe 
divers de régulateurs transcriptionnels qui modulent l’expression de gènes codant pour des protéines 
impliquées dans une grande variété de mécanismes  cellulaires,  incluant  les voies métaboliques,  la 
virulence,  les  réponses  au  stress  et  l’efflux  des  molécules  nocives  pour  la  cellule,  tels  que  les 
antibiotiques,  les composés phénoliques et  les détergents ménagers communs  (Perera and Grove, 
2010). Toutes les protéines MarR sont capables de lier l’ADN grâce à un motif wHTH conservé et des 
ligands  spécifiques  (beaucoup  ne  sont  pas  encore  identifiés),  qui modulent,  lors  de  la  liaison,  la 
reconnaissance de l’ADN par la protéine.  
Dans  le  genre  Sulfolobus,  les protéines membres de  cette  famille  semblent  être  très  importantes 
pour l’adaptation de ces organismes à des habitats ou des modes de vie particuliers. La recherche in 
silico  de  gènes marR  (partageant  une  identité  de  séquence  des  acides  aminés  de  30%)  dans  les 
génomes de S. solfataricus, S. islandicus, S. tokodaii et S. acidocaldarius, révèle qu’à la différence de 
la majorité des bactéries,  les Sulfolobus analysées possèdent toutes au moins deux copies du gène 
marR. Ceci peut indiquer la présence de plusieurs régulons marR dans la même cellule. Les rôles de 
quelques  représentants de  la  famille MarR ont été  caractérisés  au  cours de  ces dernières  années  
(Fiorentino et al., 2007; Di Fiore et al., 2009; Fiorentino et al., 2011; Kumarevel et al., 2009) (Tableau 
7) mais pour beaucoup d’autres le rôle et les cibles dans le génome ne sont toujours pas connus.  
Chez  les  Sulfolobus,  cinq  protéines  issues  de  cette  famille,  sont  caractérisées  comme  régulateurs 
transcriptionnels.  
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Tableau 7 : Régulateurs transcriptionnels décrits expérimentalement chez les Sulfolobus. 
Famille  Espèce Sulfolobus  Membre 
Forme 
oligomérique  Fonction  Références 
Lrp 
S. solfataricus 
P2 
Lrs14  Dimère  Répresseur  Napoli et al., 1999;  Bell et al., 2001 
SsLrp  Tétramère  Répresseur putatif  Enoru‐Eta et al., 2002 
SsLrpB  Dimère  Activateur  Peeters et al., 2004; 2006; 2009; 2013 
LysM  N. d.  Activateur putatif  Brinkman et al., 2002; Song et al., 2013 
CopT  N. d.  Répresseur putatif  Ettema et al., 2006 
S. solfataricus 
98/2  CopR  N. d.  Activateur  Villafane et al., 2009 
S. 
acidocaldarius  Sa‐Lrp 
Tétramère/ 
Octamère 
Activateur/ 
répresseur putatif 
Enoru‐Eta et al., 2000; 
Vassart et al., 2013 
S. tokodaii  Grp  Octamère  ‐ 
Kumarevel et al., 
2008; Nakano et al., 
2007 
MarR 
S. solfataricus 
P2 
BldR  Dimère  Activateur putatif  Di Fiore et al., 2009; Fiorentino et al., 2007 
BldR2  Dimère  Répresseur putatif  Fiorentino et al., 2011 
Sta1  Dimère  Activateur  Kessler et al., 2006 
S. tokodaii  St1710  Dimère  Répresseur  Kumarevel et al., 2008; 2009 
Autres  S. solfataricus P2  SsMerR  Dimère  Activateur 
Schelert et al., 2004; 
2006 
 
En particulier, le groupe de G. Fiorentino a caractérisé récemment deux membres de la famille MarR 
chez S. solfataricus, les protéines BldR et BldR2. Il a été démontré que la protéine BldR participe à la 
régulation  de  la  voie  de  détoxication  des  composés  aromatiques.  BldR  reconnaît  une  séquence 
spécifique  composée de  répétitions  inversées adjacentes en amont de  l’élément BRE de  la  région 
promotrice du gène de l’alcool déshydrogénase (Fiorentino et al., 2003). BldR active la transcription 
soit en améliorant le recrutement de TBP et TFB, soit en stabilisant leur liaison. BldR se lie également 
à sa propre région promotrice, contrôlant un opéron de type marR, composé de son propre gène et 
d’un  transporteur  putatif.  Le  benzaldéhyde,  le  substrat  des  alcool‐déshydrogénases,  stimulent  la 
liaison de BldR à ses deux cibles identifiées (Fiorentino et al., 2007; Cannio et al., 1999; Fiorentino et 
al., 2003). BldR2 est une protéine dimérique qui se  lie spécifiquement à son propre promoteur au 
niveau de deux sites palindromiques chevauchant la TATA‐box, la séquence BRE et le site d’initiation 
de la transcription. Selon la localisation des éléments basaux du promoteur et de la région de liaison 
à BldrR2, il a été proposé que, contrairement à BldR, cette protéine peut également agir comme un 
répresseur (Fiorentino et al., 2011). 
La  structure  cristalline  d’un  régulateur  proche  de  BldR,  ST1710  chez  S.  tokodaii  a  aussi  été 
déterminée. L’étude montre que, bien que  la  liaison du  ligand n’affecte pas  la structure entière, un 
changement conformationnel significatif se produit à la suite de la liaison du régulateur à l’ADN cible  
(Kumarevel et al., 2008; 2009; Miyazono et al., 2007). 
Introduction     
76 
 
TrmB est un régulateur général du transport des sucres chez  les euryarchées Thermococcus  litoralis 
et P.  furiosus. Chez chacune de ces deux espèces, cette protéine contrôle au moins deux opérons. 
L'un,  l'opéron mal,  code pour  les  transporteurs ABC du maltose et du  tréhalose  (système TM);  le 
second, l'opéron mdx, code pour un transporteur ABC des maltodextrines (système MD). TrmB se lie 
aux  deux  régions  promotrices  dans  différents  endroits  :  dans  l'opéron  mal  son  site  de  liaison 
chevauche la TATA‐box et dans l’opéron mdx il couvre le site d’initiation de la transcription. TrmB est 
un  répresseur  transcriptionnel. Etant donné  les positions du site de  liaison de TrmB dans ces deux 
promoteurs, dans le premier cas, il bloque la formation du PIC en réprimant la liaison de TBP et TFB 
et dans le second, il empêche le recrutement de l’ARNP. La fixation de différents sucres à TrmB crée 
des  changements  de  conformation  de  la  protéine,  changeant  son  affinité  de  liaison  à  l'ADN.  Le 
maltotriose et  le saccharose agissent comme  inducteurs du système MD en se  liant directement à 
TrmB (Lee et al., 2005), tandis que le maltose est un inducteur pour le système TM et un répresseur 
du  système MD  (Lee  et  al.,  2003).  En  outre,  le  glucose  peut  se  lier  à  TrmB  et  agir  comme  un 
répresseur  des  systèmes  TM  et  MD,  en  enlevant  les  inducteurs,  maltose  et  maltotriose  par 
compétition  (Lee  et  al.  2005;  2007).  Ce  système  simple  donne  à  ces  archées    un  instrument 
moléculaire  astucieux  leur  permettant  de  transporter  préférentiellement  un  sucre  (glucose)  au 
détriment des autres. Ceci par son effet physiologique (mais pas par son mécanisme) ressemble dans 
les finalités à la répression catabolique décrite chez des bactéries (Lee et al., 2007). 
Un des exemples les mieux étudiés est la protéine Sta1 codée par la crénarchée S. islandicus. Sta1 est 
impliquée dans la régulation du cycle de vie des rudivirus SIRV1/2. Ce régulateur a été isolé par une 
expérience  de  pull‐down  avec  un  extrait  brut  de  S.  islandicus  en  utilisant  comme  appâts  les 
fragments  d’ADN  correspondant  aux  promoteurs  de  certains  gènes  viraux  (Kessler  et  al.,  2006). 
L'analyse faite par l’empreinte à la DNAse I a montré que Sta1 reconnaît deux sites de liaison de 16pb 
avec  des  répétitions  inversées.  Un  de  ces  sites  est  localisé  30pb  en  amont  des  éléments  du 
promoteur,  alors  que  le  second  est  localisé  juste  en  aval  de  la  TATA‐box  du  promoteur,  ce  qui 
suggère que  l'effet de  l'activation pourrait provenir d'une  interaction  soit avec TBP,  soit avec TFB. 
Sta1  a  été  décrite  comme  un  activateur  de  la  transcription  de  trois  promoteurs  de  SIRV1.  Il  a 
récemment été proposé qu’en plus de son rôle dans  l’activation des promoteur viraux, Sta1 active 
également  l’expression  d’un  gène  hôte  sso0777,  paralogue  du  gène  radA,  vraisemblablement  
impliqué dans la réparation de l'ADN (Abella et al., 2007). Le gène sta1 fait partie de l’étude réalisée 
au cours de cette thèse (voir chapitre Résultats). 
d. Les autres régulateurs HTH chez les archées 
Chez les Archaea, la régulation de la transcription par les protéines à domaine de liaison à l'ADN de 
type  HTH  n'est  pas  limitée  aux  familles  Lrp  et MarR.  Ci‐dessous,  sont  discutés  quatre  exemples 
d'autres régulateurs HTH  impliqués dans  le contrôle de  la transcription chez  les Archaea. Le choix a 
été fait de se concentrer uniquement sur les archées hyperthermophiles. 
Quatre  régulateurs  transcriptionnels portant un domaine HTH et ne  faisant pas partie des  familles 
Lrp et MarR ont été caractérisés jusqu’ici chez les archées hyperthermophiles. 
Mdr1  (Metal  Dependant  Repressor  1)  de  la  crénarchée  Archaeoglobus  fulgidus  a  été  le  premier 
régulateur transcriptionnel d’archées caractérisé (Bell et al., 1999). Le gène mdr1 est situé en amont 
de  trois gènes codant pour un  transporteur de métaux ABC.  In vivo,  la  transcription de cet opéron 
comprenant  ces quatre  gènes est  strictement dépendante de  la disponibilité des  ions métalliques 
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dans  le milieu de croissance.  In vitro, Mdr1  se  lie de  façon métallo‐dépendante à  trois  sites  sur  le 
promoteur de  l’opéron et réprime  la transcription par chevauchement avec  le site d'initiation de  la 
transcription, en empêchant la fixation de l’ARNP (Bell et al., 1999). 
SurR  de  Pyrococcus  furiosus  a  été  le  premier  exemple  d'une  protéine  impliquée  dans  le  contrôle 
d’activation de la transcription par oxydoréduction chez les Archaea. La protéine régule la production 
d'hydrogène d’une manière sulfo‐dépendante. 
P.  furiosus produit du H2 pendant  la  fermentation, mais en présence de  S0,  il  y  a un  changement 
métabolique immédiat vers la production de H2S (Fiala and Stetter, 1986). L’analyse de l’expression à 
l’aide de puces à ADN a révélé que dix minutes après l’ajout de S0, la répression de tous les opérons 
codant  pour  les  hydrogénases  et  l’activation  de  l’expression  des  gènes  nécessaires  pour  le 
métabolisme de S0 sont observées (Schut et al., 2007).  
Une  séquence  consensus  de  liaison  à  l’ADN  de  SurR  a  été  caractérisée  par  l’approche  SELEX.  La 
majorité des gènes dont  l’expression est modifiée en présence de S0 contiennent ce motif conservé 
dans  leurs régions promotrices. La position des sites de  liaison dans  les régions promotrices semble 
discriminante pour déterminer quel effet, activation ou répression, SurR aura sur ce promoteur. Dans 
le  cas  d’une  activation,  SurR  se  lie  à  une  région  située  juste  en  amont  de  l'élément  BRE.  Cette 
position  lui permet en principe d’activer  la transcription par un mécanisme semblable à celui utilisé 
par Ptr2. Dans le cas d’une répression, elle semble se produire à travers le mécanisme de blocage des 
sites de liaison de TBP et TFB ou en inhibant le recrutement l’ARNP (Lipscomb et al., 2009). L'activité 
de SurR est modulée par oxydoréduction. L’oxydation par S0 diminue  l’activité de  liaison de SurR à 
des séquences spécifiques,  libérant  les gènes  impliqués dans  le métabolisme de S0 de  la répression 
de  SurR  et diminuant  la  transcription  des  gènes participant  à  la production de H2 qui  requièrent 
l'activation de SurR (Yang et al., 2010). 
La protéine Phr de P. furiosus est un régulateur de la réponse au choc thermique. Ce régulateur est 
bien  conservé parmi  les Euryarchaeota. Phr  réprime  sa propre  transcription,  celle du gène  codant 
pour  la  protéine  de  choc  thermique  Hsp20  et  celle  d'une  AAA+  ATPase  à  des  températures  de 
croissance normale. Des tests de liaison à l’ADN ont révélé que la transcription de ces promoteurs est 
réprimée par l’inhibition de la liaison de l’ARNP. Aussi, des analyses mutationnelles ont montré qu’il 
faut un motif TTTA présent à la position ‐10 pour la liaison de Phr à l’ADN (Vierke et al., 2003). A des 
températures supérieures à 107° C Phr s’est dissociée des promoteurs permettant le développement 
de  la  réponse  au  choc  thermique  (Liu  et al., 2007).  Le mécanisme  assurant  l’activation des  gènes 
codant pour cette réponse n’est toujours pas décrit.  
La  protéine  SSMerR  codée  par  le  génome  de  S.  solfataricus  possède  un  domaine  wHTH.  Il  est 
phylogénétiquement éloigné de la majorité de ses équivalents bactériens à cause de sa longueur plus 
courte et de la présence de seulement deux résidus cystéines généralement requis pour le ligand, au 
lieu de trois (Schelert et al., 2004). SsMerR agit comme un répresseur de l’opéron merHAI en se liant 
à une  répétition  inversée qui  chevauche  la  séquence BRE du promoteur merH. Hg2+ déréprime  la 
transcription en interagissant avec SsMerR (Schelert et al., 2006). 
Les  exemples  présentés  montrent  comment  les  Archaea  utilisent  largement  des  régulateurs 
transcriptionnels de type bactérien pour interagir avec l’ADN par l’intermédiaire de leur domaine de 
liaison  de HTH.  La  répression  de  la  transcription  implique  généralement  la  compétition  entre  les 
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régulateurs et les facteurs généraux de transcription (TBP ou TFB) pour la région du promoteur. Les 
mécanismes d'activation de la transcription sont moins bien compris chez les Archaea. L'utilisation de 
sites UAS implique probablement des changements complexes de la conformation de l'ADN ainsi que 
des interactions directes avec le complexe d’initiation de la transcription. 
e. La famille Ribbon‐Helix‐Helix des régulateurs transcriptionnels 
La résolution des structures cristallines des répresseurs Arc et Mnt codés par le phage P22 (Knight et 
al., 1989; Breg et al., 1990) et celle du répresseur MetJ d'E. coli cristallisé en complexe avec  l'ADN 
(Somers and Phillips, 1992) a clairement établi qu’au point de vue de leur structure et de leur façon 
d’interagir  avec  l’ADN  ces  protéines  constituent  un  groupe  à  part  par  rapport  à  la  famille  des 
protéines  HTH.  Agissant,  habituellement,  dans  la  plupart  des  cas  sous  forme  de  dimères,  ces 
protéines reconnaissent spécifiquement des séquences ADN à l’aide d’un feuillet β introduit dans le 
grand  sillon de  l’ADN. Leur  forme  fonctionnelle montre  l’ordre conservé  suivant : brin  β–hélice  α–
hélice α. Alors, elles ont été nommées : les protéines Ruban‐Hélice‐Hélice (RHH).  
Des gènes correspondant à des régulateurs transcriptionnels RHH ont été identifiés in silico chez les 
bactéries et leurs phages aussi bien que chez toutes les archées et leurs virus (Schreiter and Drennan, 
2007). A ce jour, aucune protéine portant le domaine RHH n’est retrouvée chez les eucaryotes. Dans 
une analyse réalisée en 2007 avec  les données disponibles sur  la base de données InterPro,  il a été  
prédit  l’existence  jusqu’à 5355 gènes putatifs pouvant coder pour des protéines avec  le motif RHH 
chez les Bacteria, 390 chez les Archaea et 39 dans les génomes viraux (Schreiter and Drennan, 2007). 
Actuellement, seulement 21 régulateurs RHH sont bien caractérisés. Il est évident que ce groupe de 
protéines représente une famille de régulateurs très importants et largement utilisés pour contrôler 
de multiples fonctions biologiques, résumées dans le Tableau 8. 
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Tableau 8 : Régulateurs transcriptionnels ribbon‐helix‐helix caractérisés et leurs fonctions (modifié 
d’après Schreiter and Drennan, 2007). 
Nom de la protéine et 
numéro d’accession 
Organisme ou plasmide Fonction Type de 
régulateur 
Arc, P03050  Bactériophage P22 Contrôle du cycle lytique 
du bactériophage 
Négatif 
CopG, P13920  Streptococcus species Contrôle du nombre de 
copies de plasmide 
Négatif 
MetJ, P0A8U6  Escherichia Coli, autres bactéries Régulation dépendante 
d’AdoMet de gènes de 
biosynthèse de méthionine 
Négatif 
Omega, Q83UM6  Plasmides de la famille Inc18 
chez les bactéries Gram positif 
Contrôle du nombre de 
copies de plasmide 
Négatif 
FitA, Q9RF92  Neisseria gonorrhoeae Antitoxine Négatif 
NikR, P0A6Z6  E. coli, Helicobacter pylori, 
Pyrococcus horkoshff, autres 
bactéries et archées 
Répression Ni2+ 
dépendante de la prise de 
nickel chez E. coli, 
induction de l’uréase chez 
H. pylori 
Négatif chez E. 
coli, négatif et 
positif chez H. 
pylori 
CcdA, Q46995  Plasmide F  Antitoxine Négatif 
Mnt, P03049  Bactériophage P22 Contrôle du cycle lytique 
du phage 
Négatif 
ParG, Q70W75  Plasmide TP228 multi résistant 
aux antibiotiques 
Partionnement de 
plasmide 
Négatif 
PutA, P09546  E. coli, autres bactéries Régulation des gènes qui 
utilisent la proline, 
oxydation de la proline en 
glutamate 
Négatif 
HP0222, Q9ZMLO  H. pylori  Inconnue Inconnu 
AlgZ, Q9RPY7  Pseudomonas aeruginosa Régulation de la 
biosynthèse de l’alginate et 
motilité 
Positif et 
négatif 
ParD, P22995  Plasmide RP4‐RK2 Antitoxine Négatif 
7kMk, Q8TH48  Methanopyrus kandleri Inconnue Inconnu 
TrwA, Q04229  Plasmide R388  Régulation de la 
conjugaison bactérienne 
Négatif 
Tray, P06627  Plasmide F  Régulation de la 
conjugaison bactérienne 
Positif 
 
Le  rôle  des  protéines  RHH  chez  les  Archaea  est  assez  peu  connu.  Aussi,  je  commencerai  par 
introduire  leurs caractéristiques générales et  leurs propriétés biologiques, au  travers des exemples 
bactériens observés.  Leur  structure  typique  ainsi que  les  spécificités de  leur  liaison  à  l’ADN et de 
leurs  séquences  cibles  seront  données.  Enfin,  les  trois  exemples  connus  chez  les  archées  seront 
décrits à la fin de ce chapitre. 
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i. Présentation générale des protéines de la famille RHH  
1. Structure du domaine RHH 
Malgré une faible ressemblance entre  les séquences des protéines RHH connues,  leur structure est 
bien conservée. Dans  toutes  les protéines RHH,  la structure qui  interagit avec  l'ADN est composée 
d'un  feuillet  β en N‐terminal,  suivi par deux hélices  α,  α1 et  α2  (Rafferty et al., 1989; Breg et al., 
1990; Raumann et al., 1994). 
D’une  part,  le  feuillet  β  en  N‐terminal  est  composé  d’une  alternance  de  chaînes  latérales 
hydrophobes et hydrophiles entre les positions 2 et 7. Les chaînes latérales hydrophobes se dirigent 
vers  le  noyau  du  domaine  (les  positions  3,  5  et  7,  Figure  23).  Les  chaînes  latérales  hydrophiles 
s’éloignent du domaine et servent pour établir des contacts spécifiques avec  les nucléotides du site 
de fixation lors de la liaison à l’ADN (les positions 2, 4 et 6 sur la Figure 23a). 
D’autre part, dans  la boucle formée par  les hélices α1 et α2, un motif G‐X‐T/S/N est conservé chez 
tous les membres de la famille RHH. Cette boucle permet le positionnement correct de l’extrémité N‐
terminale de  l’hélice  α2, qui établit des  contacts d’ancrage  avec  le  squelette phosphate de  l’ADN 
(Figure 23c). La protéine MetJ est une exception, ayant six acides aminés additionnels entre les deux 
hélices (Schreiter and Drennan, 2007). 
En outre,  le noyau hydrophobe est formé non seulement par  les aminoacides en positions 3, 5 et 7 
du feuillet β, mais également par quatre aminoacides hydrophobes conservés dans les hélices α1 et 
α2.  Ces  sept  positions  hydrophobes  conservées  constituent  le motif  le  plus  conservé  parmi  les 
séquences RHH. En effet, même si la longueur de la boucle α1 ‐ α2 peut varier, modifiant la distance 
entre ces résidus hydrophobes, maintenir  l'intégrité du noyau hydrophobe de ces petites protéines 
est crucial (Schreiter and Drennan, 2007). 
Au  niveau  de  la  structure,  la  petite  protéine  CopG  de  quarante‐cinq  acides  aminés  est  l’exemple 
d’une protéine qui  se  réduit presqu’au domaine RHH pur. Elle est  considérée  comme  la  structure 
minimale de  liaison à  l'ADN de  la famille RHH (del Solar et al., 2002). Structurellement, elle est très 
proche du répresseur Arc du bactériophage P22 de Salmonella. La principale différence réside dans 
l'absence  chez  CopG  de  la  région  N‐terminale  impliquée  normalement  dans  l’établissement  des 
contacts non spécifiques avec l'ADN (Raumann et al., 1994). Les sous‐sites adjacents de la région du 
promoteur sont occupés par des dimères de dimères de CopG qui se  lient de manière coopérative, 
couvrant les éléments du promoteur et réprimant la transcription (Bowie et Sauer, 1989; Gomis‐Ruth 
et al., 1998; del Solar et al., 2002). Un élément central pseudo‐symétrique de treize nucléotides de 
long est  la  cible primaire de  reconnaissance de  la protéine CopG  (del Solar et al., 1990). Dans cet 
élément central, deux séquences de 4pb (5’ – TGCA – 3') sont séparées par 5pb. Chaque dimère de 
CopG reconnaîtra et se liera directement à chacune des moitiés de l’élément central (Gomis‐Ruth et 
al., 1998). CopG entre en  contact avec environ 50 pb d'ADN dans  la  région du promoteur,  ce qui 
suppose que les quatre dimères de la protéine lient, de façon coopérative, l’ADN. 
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Figure 23 : Représentation des  structures conservées et  liaison à  l’ADN des protéines RHH. Trois 
vues  d’un  domaine  (RHH2)  en  dimère  est  montré  sur  ces  images  et  coloré  par  sous‐unité.  Les 
positions des trois acides aminés (2, 4 et 6) de chaque sous‐unité qui sont impliqués dans les contacts 
spécifiques avec les nucléotides sont les sphères mi‐transparentes. (a) Les positions références dans 
le motif RHH sont numérotées sur  la sous‐unité verte.  (b) Les éléments de  la structure secondaire 
sont désignés sur  la sous‐unité verte.  (c)  Interaction entre un domaine RHH2 avec  l’ADN opérateur. 
Les contacts d’ancrage non spécifiques entre la terminaison N de la seconde hélice α et le squelette 
ADN phosphate sont montrés en  lignes noires pointillées. Les contacts spécifiques sont faits par  les 
positions 2, 4 et 6 de chaque sous‐unité du feuillet β à  l’intérieur du grand sillon de  l’AND (modifié 
d’après Schreiter and Drennan, 2007). 
2. Spécificités de liaison à l’ADN des protéines RHH et de leurs 
séquences cibles 
L’unité fonctionnelle de ce domaine de  liaison à l’ADN est un dimère (désigné par RHH2), formé par 
deux  motifs  RHH  soigneusement  entremêlés  pour  former  un  domaine  stable  avec  une  double 
symétrie (Schreiter and Drennan, 2007; Bowie et al., 1990) 
Les feuillets β des deux monomères sont appariés dans  le dimère, formant un ruban β antiparallèle 
qui  est  positionné  dans  le  grand  sillon  de  l'ADN  et  qui  créé  des  contacts  spécifiques  avec  les 
nucléotides par  l’intermédiaire des trois résidus hydrophobes déjà mentionnés (positions 2, 4 et 6) 
de chaque monomère. 
Il existe  seulement deux exemples de protéines RHH agissant  sans passer par  la phase de  l'homo‐
dimérisation. Dans ces cas, le motif RHH est dupliqué et il est présent en tandem dans la séquence de 
la protéine. Une de ces deux exceptions est  la protéine TraY codée par  le plasmide F (Bowie etand 
Sauer, 1990; Lum et al., 2002) qui est impliquée dans la régulation de la conjugaison bactérienne. Sa 
structure n'est pas encore résolue. L’autre, retrouvée chez  les Archaea, est  la protéine AvtR codée 
par le virus crénarchée AFV6 infectant le genre Acidianus (Peixeiro et al., 2013).  
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Toutes  les protéines RHH  caractérisées  lient  l'ADN en  reconnaissant plusieurs  sites  situés dans  les 
régions promotrices. Ces sites peuvent être répétés en tandem ou être en ordre inversé. En se liant à 
ces  sites  les  protéines  RHH  forment  des  oligomères  d’ordre  élevé  (normalement  des  dimères  de 
dimères)  grâce  à  l’interaction  protéines‐protéines  existant  entre  les  dimères  liés  à  l’ADN.  Par 
exemple, MetJ  lie  des  séquences  symétriques  qui  suivent  la  double  symétrie  des  dimères. Après 
l’activation par AdoMet, les dimères MetJ se lient à l’ADN de façon coopérative, comme des dimères 
de dimères  (Figure 24). Plusieurs  sous  sites peuvent être  trouvés dans  la  région de  l’opérateur et 
l’espace entre eux est  intimement connecté aux  interactions protéines‐protéines entre  les dimères. 
Jusqu’à  cinq  sous‐sites  répétés  en  tandem  sont  retrouvés  dans  la  région  promotrice  des  gènes 
régulés  par MetJ.  Cette  observation  peut  expliquer  la  différence  dans  la  régulation  de  différents 
gènes sous contrôle de MetJ  (Augustus et al., 2006). 
 
Figure 24 : Mécanisme de liaison à l’ADN de MetJ de la famille RHH. Les vues de côté et au‐dessus 
des  structures  cristallines du  complexe ADN de MetJ.  Les  représentations dessinées de  la portion 
RHH  sont colorées  selon  la  sous‐unité;  les autres  régions de  la protéine  sont en gris;  l’ADN est en 
orange. Les dimères MetJ sont activés par AdoMet et se lient de façon coopérative à l’ADN (modifié 
d’après Schreiter and Drennan, 2007). 
Dans  les  régions  promotrices  reconnues  par  le  répresseur  oméga  codé  par  les  bactéries  Gram 
positives,  jusqu’à dix  sous‐sites  en  tandem peuvent  être  trouvés, disposés  en  trois  configurations 
différentes.  Les  sous‐sites  adjacents  peuvent  être  positionnés  comme  des  séquences  répétées  en 
tandem ou comme des séquences répétées inversées, faisant face vers l'intérieur ou vers l'extérieur 
et  l’organisation de ces  sous‐sites  influence  l'affinité du  répresseur pour  les différents promoteurs 
(de la Hoz et al., 2004; Weihofen et al., 2006).  
La  résolution  des  structures  des  régulateurs  liés  à  l'ADN  a  révélé  qu'il  n'y  a  aucune modification 
conformationnelle dans  le motif RHH  après  la  liaison. En outre, quand MetJ  (Somers  and Phillips, 
1992), CopG  (Gomis‐Ruth et al., 1998; Costa et al., 2001) et Arc  (Raumann et al., 1994)  lient  leurs 
cibles ADN,  ils  induisent différents degrés de courbure sur  la molécule ADN. La courbure de  l'ADN 
induite par MetJ se produit au centre du sous‐site, où se font les contacts spécifiques entre l'ADN et 
le feuillet β du dimère. Dans le cas de CopG et d’Arc, chaque dimère reconnaît différentes moitiés du 
sous‐site et la courbure a lieu au centre du sous‐site entre les deux dimères. Le répresseur Oméga est 
une exception, comme le complexe ADN‐Oméga est pratiquement linéaire (Weihofen et al., 2006).  
Après avoir présenté  les caractéristiques générales des protéines RHH,  la section suivante fera état 
de la situation actuelle pour les régulateurs transcriptionnels connus chez les archées. 
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ii. Les régulateurs RHH chez les archées 
Comme  les bactéries,  les archées codent en abondance des protéines RHH. Cependant, seulement 
trois cas de ces protéines ont été caractérisés en détails, à ce jour.  
Chez  les Archaea, comme  les connaissances sur  la  famille RHH sont encore clairsemées et presque 
exclusivement  limitées  aux  virus  crénarchées,  il  n’est  pas  exclu  que  des motifs  adjacents  et  des 
fonctions existent et  intègrent différents  facteurs dans  la modulation de  l’expression de différents 
gènes. 
L'analyse  in silico des génomes des virus des crénarchées a révélé que  les gènes codant de petites 
protéines contenant le domaine RHH sont présentés de façon ubiquitaire dans les génomes de tous 
les  virus  d’archée  décrits  (Prangishvili  et  al.,  2006).  Par  exemple,  dans  les  dix  génomes  viraux  de 
crénarchées analysés, au moins dix‐huit régulateurs RHH putatifs ont été répertoriés (Prangishvili et 
al., 2006). Malgré  leur abondance, très peu est connu sur  le rôle physiologique et  la spécificité des 
protéines RHH chez les Archaea.  
La première protéine RHH archée caractérisée est la protéine ORF56, codé par le plasmide pRN1 de 
S. islandicus, qui régule le nombre de copie de ce plasmide. Ses structures RMN et cristalline ont été 
publiées en 2009 (Weininger et al., 2009). 
ORF56  est  une  petite  protéine  dimérique  de  liaison  à  l’ADN,  très  stable  thermodynamiquement 
(Lipps et al., 2001). Le plasmide pRN1 a été  séquencé  (Keeling et al., 1996) et elle code pour cinq 
transcrits effectivement détectés (Berkner and Lipps, 2007). Parmi eux, un long transcrit qui inclut le 
gène orf56, qui code pour  le régulateur, et  le gène orf904, qui code pour un  initiateur putatif de  la 
réplication  du  plasmide.  In  vitro,  la  protéine  se  lie  sous  forme  d’un  tétramère  à  une  répétition 
inversée de 12pb présente dans  la  région promotrice de cet opéron  (Lipps et al., 2001). Le site de 
liaison  ne  chevauche  ni  l’élément  BRE,  ni  la  TATA‐box,  ce  qui  exclut  la  possibilité  de  réprimer  la 
transcription  par  interaction  directe  avec  TBP  ou  TFB.  Le  site  de  liaison  de  la  protéine  ORF56, 
néanmoins, chevauche  le site d'initiation de  la transcription, ce qui suggère qu'il pourrait nuire à  la 
liaison de l’ARNP à cette région. En effet, des expériences de gène reporteur couplé au promoteur de 
l’orf56 ont démontré que  la protéine ORF56 réprime  la transcription de cet opéron  in vivo (Berkner 
and  Lipps,  2007).  A  ce  jour,  l’interaction  d’OFR56  avec  la  machinerie  de  transcription  reste 
incomprise.  
 La résolution des structures RMN  (Weininger et al., 2009) et cristalline  (Weininger et al., 2009) du 
régulateur ORF56 a confirmé  la présence d’un motif de  liaison à  l’ADN RHH et des expériences de 
titration ont  révélé que  comme attendu,  les  feuillets  β  interagissaient avec  l’ADN,  comme pour  le 
reste des membres de la famille RHH (Weininger et al., 2009).  
L’analyse structurale et fonctionnelle de  la protéine AvtR (Acidianus virus transcriptional regulator) 
codée par  le virus AFV6 (Acidianus filamentous virus 6), qui  infecte  les archées du genre Acidianus, 
révèle une structure inhabituelle et son rôle dans la régulation transcriptionnelle de plusieurs gènes 
viraux. La structure cristalline d’AvtR  (cent acides aminés) montre qu’elle est constituée d’un motif 
RHH répété. Des expériences de SELEX, combinées à des mutagénèses systématiques du site prédit, 
ont prédit huit cibles potentielles de  la protéine AvtR dans  le génome du virus AFV6. Deux de ces 
cibles ont été étudiées et le rôle complexe de la protéine AvtR dans la régulation de la transcription 
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des gènes viraux a été établi. AvtR  réprime  l’expression de son propre gène gp29, mais peut aussi 
agir  comme  activateur  d’un  autre  gène  gp30.  Ses  sites de  liaison  sont distants des  TATA‐box des 
promoteurs  de  ces  gènes  et  le mécanisme  de  régulation  dépendant  d’AvtR  semble  inclure  une 
oligomérisation  débutant  au  site  initial  de  liaison  de  la  protéine.  Plusieurs  régulateurs  RHH 
transcriptionnels pourraient partager ce mécanisme régulateur (Peixeiro et al., 2013). 
Pour  finir,  au  cours  des  recherches  présentées  dans  ce  mémoire,  j’ai  approfondi  l’étude  d’un 
troisième régulateur RHH transcriptionnel viral, SvtR du virus SIRV1 (Sulfolobus islandicus rod‐shaped 
virus 1) (Guillière et al., 2009). De nouveaux gène cibles ont été identifiés et son rôle de régulateur de 
la machinerie  de  transcription  a  été mis  en  place.  Ces  données  sont  présentées  dans  la  partie 
Résultats.  
3. Les protéines aux doigts de zinc, des régulateurs transcriptionnels putatifs chez les archées 
A  part  des  régulateurs  transcriptionnels  RHH  et  HTH  qui  sont majoritaires,  d’autres  familles  de 
régulateurs  transcriptionnels, nettement plus minoritaires ont été  identifiées par  l’analyse  in  silico 
des  génomes  des  archées  et  de  leurs  virus. Notamment,  certains  génomes  présentent  des  gènes 
portant la signature de la famille des protéines aux doigts de Zinc, du type C2H2 (Figure 25). Ce type 
de  protéines  est  presque  exclusivement  retrouvé  chez  les  Eukarya;  très  fréquemment,  elles  sont 
associées aux régulateurs transcriptionnels (Figure 26A). 
 
Figure  25 : Alignement multiple  de  putatifs  régulateurs  transcriptionnels  avec  des  domaines  de 
liaison  à  l’ADN  en  doigt  de  zinc  (C2H2)  partagés  par  des  virus  crénarchées.    Les  cystéines  et 
histidines  conservées  sont  encadrées  en  noir.  Les  alignements  ont  été  construits  à  l’aide  du 
programme MACAW (Prangishvili et al., 2006). 
La présence chez les archées de protéines avec des domaines prédits en doigts de zinc, de type C2H2 
ou C2HC est surprenant car le motif de doigt de zinc « classique », nommé ZNF, est considéré comme 
étant  le motif  spécifique  aux  eucaryotes.  Initialement  découvert  dans  le  facteur  de  transcription 
TFIIIA  de  Xenopus  oocytes  (J.  Miller  et  al.,  1985),  le  domaine  ZNF  est  très  abondant  chez  les 
eucaryotes. Par exemple, 3% des gènes humains codent pour des protéines contenant le motif ZNF. 
Sauf  quelques  rares  exceptions  (N.  Bouhouche  et  al.,  2000)  souvent  prédites  in  silico mais  sans 
confirmation in vitro ou in vivo, les gènes portant le domaine ZNF sont pratiquement absents chez les 
bactéries. Chez les archées, ils sont identifiés essentiellement chez les virus d’archées. 
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Figure 26 : Structures de protéines portant un domaine en doigt de zinc (C2H2). (A) Le facteur de 
transcription  SWI5,  issu  de  Saccharomyces  cerevisiae  est  un  doigt  de  zinc  C2H2  typique.  (B1) 
Topologie de la structure de la protéine AFV1p06. La séquence de AFV1p06 dans la région ZNF et la 
séquence motif de ZNF est montrée en (B2). Les résidus dans la région ZNF sont colorés en rouge, les 
chaînes  latérales qui coordonnent  le zinc sont en cyan ou violet et  l’atome de zinc est en bleu. Les 
résidus hydrophobes sont représentés par un Ψ,  les hélices par des rectangles et  les feuillets β  par 
des flèches.  (Neuhaus et al., 1992; Guillière et al., 2013). 
Le motif  classique  ZNF  consiste  en  une  courte  séquence  (trente  résidus)  qui  utilise  deux  ou  trois 
cystéines  et  deux  ou  une  histidine  pour  coordonner  un  ion  zinc  (types  C2H2  et  C2HC 
respectivement). Le domaine ZNF forme une structure caractéristique qui consiste en une hélice  et 
une tête d’épingle  tenues ensemble par l’ion zinc et les interactions hydrophobes entre les résidus 
hydrophobes à des positions conservées de  la séquence  (Gamsjaeger et al., 2007; Brown 2005). La 
plupart des protéines étudiées contenant les domaines ZNF, sont impliquées dans la régulation de la 
transcription et elles  lient  l’ADN grâce à  leurs domaines ZNF. L’ADN n’est pas  leur  seule cible. Les 
domaines ZNF de  certaines protéines peuvent aussi participer à des  interactions protéine‐ARN ou 
protéine‐protéine  (Brown 2005; Gamsjaeger et al., 2007)  (Figure 26). Les ZNFs  se  lient à  l’ADN en 
insérant l’hélice  dans le grand sillon de l’ADN et utilisent trois ou quatre résidus exposés de l’hélice 
pour  réaliser des contacts spécifiques avec  trois ou quatre bases ADN  (Wolfe et al., 2000; A. Klug, 
2010).  Pour  reconnaître  leur  cible  ADN  dans  la  cellule,  les  ZNFs  sont  généralement  présents  en 
répétitions  en  tandem  séparées  par  un  court  connecteur.  Chaque  répétition  ZNF  se  lie 
spécifiquement  à  l’ADN  en  utilisant  l’hélice    et  les  répétitions  s’enroulent  autour  de  l’ADN. 
Quelques ZNF, comme SW15, ADR1 ou GAGA, cependant,  sont présents en  seulement une à  trois 
copies et utilisent des extensions du motif ZNF pour plus de contacts avec  l’ADN (Omichinski et al., 
1997; Bowers et al., 1999; Dutnall et al., 2007). 
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Aucun régulateur de type ZNF n’a encore été identifié chez les Archaea et leurs virus, seulement des 
prédictions d’après les analyses in silico des génomes. Lors de ce travail de thèse, nous nous sommes 
focalisés sur l’étude de la protéine P06 codée par le génome du virus AFV1. Sa structure en solution a 
été décrite en collaboration avec le laboratoire Unité de RMN des Biomolécules (Inaki Guijaro, Muriel 
Delepierre) et ses capacités à  lier  l’ADN ont été analysées.  Il s’agit de  la première protéine archée 
avec un motif eucaryotique ZNF à être caractérisée expérimentalement. Les résultats sont présentés 
dans la partie Résultats II.5. 
En  conclusion de  cette partie,  les  régulateurs  transcriptionnels d’archées  interagissent  avec  l’ADN 
selon un mode bactérien, en termes de motifs de liaison et d’emplacements relatifs aux promoteurs 
(proche ou chevauchant le cœur du promoteur). Le mode d’action des répresseurs transcriptionnels 
d’archées est basé sur de simples modèles d’encombrement stérique de la TATA‐box, de la séquence 
BRE  et  du  site  d’initiation  de  la  transcription. A  l’inverse,  les  séquences  opératrices  localisées  en 
amont de la TATA‐box ou de la séquence BRE peuvent faciliter le recrutement de TBP et/ou TFB aux 
promoteurs (Bell et al., 2000).   En outre,  l’altération de  la conformation ADN, telle que  la courbure 
de  la  région  promotrice  (Vassart  et  al.,  2013)  ou  l’utilisation  de  paires  alternatives  de  facteurs 
généraux de transcription (TBP‐TFB, comme évoqué dans la section précédente I.4.1.a) sont d’autres 
mécanismes  possibles  de  régulation  transcriptionnelle  (Tenorio  et  Salgado,  2010).  L’activité  des 
régulateurs  transcriptionnels  peut  être  modulée  fortement  par  des  agents  physico‐chimiques, 
comme  la  liaison de petites molécules,  les  changements de  température,  les variations de pH, ou 
l’exposition aux UV (Bartolucci et al., 2013).  
La nature chimérique de l’appareil transcriptionnel soulève d’intéressantes questions concernant les 
mécanismes  moléculaires  de  la  régulation  transcriptionnelle:  comment  des  régulateurs  de  type 
bactérien  peuvent  opérer  dans  un  contexte  basal  de  type  eucaryote ?  Cela  est  particulièrement 
marquant  pour  les  activateurs  qui  agissent  par  des  contacts  directs  avec  l’ARNP  ou  les  facteurs 
généraux  de  transcription.  Ainsi,  la  caractérisation  structurale  et  fonctionnelle  des  régulateurs 
transcriptionnels  après  leur  identification  dans  les  génomes  séquencés  représente  une  approche 
magistrale pour étendre les connaissances sur la régulation transcriptionnelle des archées. 
Une  étude  in  silico  récente  réalisée  par  le  groupe  de  Pérez‐Rueda  a  analysé  la  distribution  des 
régulateurs transcriptionnels identifiés chez les cinquante‐deux génomes d’archées et a montré que 
53% des régulateurs transcriptionnels ont au moins un homologue dans les génomes bactériens, 45% 
sont  spécifiques  aux  archées,  moins  de  2%  ont  une  homologie  seulement  avec  les  régulateurs 
eucaryotes et 6% est commun aux  trois domaines  (Pérez‐Rueda and  Janga, 2010). La même étude 
montre aussi que  les régulateurs d’archées sont sous représentés numériquement comparé à ceux 
des  génomes  bactériens.  Leur  structure  semble  également  être  plus  simple  car  les  régulateurs 
d’archées ne contiennent assez souvent qu’un module de liaison à l’ADN sans domaines régulateurs 
additionnels. Une  telle  différence  peut  être  compensée  par  l’emploi  de  stratégies  de  régulations 
transcriptionnelles encore inconnues (Pérez‐Rueda and Janga, 2010). 
L’approche  génomique  et  l’analyse  in  silico  restent  les  approches  les  plus  puissantes  pour 
l’identification des régulateurs transcriptionnels et de  leurs gènes cibles (Song et al., 2013; Nguyen‐
Duc  et  al.,  2013).  Les  données  accumulées  par  l’approche  in  silico  contribuent  largement  à 
comprendre la machinerie basale de transcription et son interaction avec les régulateurs généraux et 
spécifiques des Sulfolobus. 
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Les  familles  les plus abondantes de  régulateurs  transcriptionnels dans  les génomes des Sulfolobus 
sont  les familles Lrp et MarR, qui possèdent un domaine de  liaison à  l’ADN wHTH. L’abondance des 
régulateurs de ces familles pourrait être liée à leur polyvalence fonctionnelle et à leur stabilité dans 
les conditions extrêmes optimales pour les Sulfolobus. (Pérez‐Rueda and Janga, 2010). 
De  façon  intéressante,  les  virus  et  les  plasmides  de  Sulfolobus  codent  en  abondance  pour  des 
régulateurs transcriptionnels disposant de divers types de domaines de  liaison à  l’ADN appartenant 
en majorité  aux  familles  RHH, HTH,  swapped  hairpin  et  doigt  de  zinc. De  la même  façon  que  la 
majorité des régulateurs transcriptionnels codés par  les cellules d’archées qui ne possèdent pas de 
domaines  additionnels  de  liaison  à  des  effecteurs  en  plus  du  module  de  liaison  à  l’ADN,  les 
régulateurs des virus et plasmides de Sulfolobus sont en général des protéines petites et compactes 
constituées  seulement  par  un  unique  motif  de  liaison  à  l’ADN.  A  l’heure  actuelle,  la  question 
comment  ces  petits  régulateurs  transcriptionnels  peuvent  interagir  et/ou  interférer  avec  les 
composants de la machinerie basale de transcription reste toujours une question ouverte.  
Pour  conclure,  dans  le  genre  Sulfolobus,  la  dissection  exhaustive  des  réseaux  complexes  de 
régulation  est  fortement  limitée  par  manque  d’outils  ad  hoc,  surtout  des  outils  génétiques 
(Geiduschek et al., 2005). 
Malgré  les  efforts  significatifs  pour  comprendre  la  logique  cis‐régulationnelle  des  régulateurs 
transcriptionnels d’archées, seulement un groupe mineur de tous les régulateurs d’archées existants 
a été caractérisé jusqu’ici. Donc, il ne serait pas surprenant si de futures investigations mettaient en 
évidence des stratégies et mécanismes de régulation variés, plus compliqués qu’initialement pensés. 
De  plus,  comme  chez  les  organismes  bactériens  et  eucaryotes,  un  réseau  de  régulation 
transcriptionnelle existe chez les archées, qui n’est pas encore compris. Dans le futur, les techniques 
à haut débit,  telles que  le ChIP‐seq,  le SELEX‐seq,  les puces de protéines de  liaison  (Stormo et al., 
2010; Sharon et al., 2012) pourraient accélérer le gain de connaissances des spécificités de liaison à 
l’ADN des régulateurs d’archées et les règles de cis‐régulation. 
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5. Génétique des Sulfolobus 
Chez les archées, l’approche génétique est disponible pour certains représentants de deux des trois 
phyla,  les  Euryarchaeota  et  les  Crenarchaeota.  Cependant,  même  pour  les  souches  modèles 
d’archées, comme par exemple Methanococcus maripaludis, Haloferax volcanii, Pyrococcus furiosus 
ou Sulfolobus islandicus, l’efficacité et la puissance des systèmes sont encore loin de ceux d’un grand 
nombre des eucaryotes et des bactéries.  
Chez  les  Euryarchaeota,  des  systèmes  génétiques  ont  été  développés  chez  plusieurs  d’espèces 
halophiles  (Halobacterium  salinarum NRC‐1  (Ng  et al., 2000; Peck et al., 2000), R1  (Pfeiffer et al., 
2008);  Haloferax  volcanii  (Robinson  et  al.,  2005)),  méthanogènes  (Methanococcus  maripaludis 
(Haydock et al. 2004; Hendrickson et al., 2008), Methanosarcina (Welander et Metcalf, 2008)) et des 
membres  des  Thermococcales  (Thermococcus  kodakarensis  KU216,  KW126  (Sato  et  al.,  2005), 
Pyrococcus abyssi (Lucas et al., 2002), Pyrococcus furiosus (Waege et al., 2010)). 
Les archées halophiles ont été  les premières à être manipulées génétiquement après  la découverte 
de  la technique de transformation (Cline and Doolittle, 1987; Charlebois et al., 1987). Leur système 
génétique est probablement  le plus sophistiqué de toutes  les archées (Leigh et al., 2011). Le succès 
de ces modèles halophiles s’explique en partie par la facilité et la bonne vitesse de leur croissance en 
laboratoire.  Concernant  les  archées méthanogènes mésophiles,  étant  donné  que  la  composition 
saline de  leur cytoplasme est assez semblable à celle des bactéries,  il a été possible de développer 
leur  génétique  en  s’inspirant directement  des  techniques  et  des méthodes préexistantes  chez  les 
bactéries  (comme par exemple,  la sélection par  la résistance aux antibiotiques en  transformant M. 
voltae en exprimant un marqueur de résistance à la puromycine issu de Streptomyces  (Gernhardt et 
al., 1990)). 
L’approche génétique appliquée aux euryarchées a permis d’identifier et de mieux caractériser  les 
gènes  impliqués dans  la méthanogénèse et dans  la  fixation du carbone  inorganique  (Meuer et al., 
2002). Elle a été également très utile pour décrypter les mécanismes d’adaptation des protéines des 
archées halophiles aux fortes concentrations en potassium dans  leur cytoplasme (Rose et al., 2002; 
Hutcheon et al., 2003). 
Chez  les  Crenarchaeota,  seules  des  espèces  du  genre  Sulfolobus  bénéficient  de  la  disponibilité 
d’approches génétiques. Un grand effort a été réalisé pour développer des marqueurs de sélection 
applicables à ces organismes  (pour rappel, par exemple  la majorité des antibiotiques est sans effet 
sur  les cellules d’archées faute de cibles cellulaires sensibles). Egalement,  il a fallu tenir compte des 
conditions de croissance de ces espèces. Peu de composés sont stables à la température optimale de 
croissance des  Sulfolobus qui est 80‐90°C.  Depuis de considérables progrès ont été réalisés dans le 
domaine  de  la  génétique  des  Sulfolobales  (She  et  al.,  2009).  Des  outils  génétiques  basiques  et 
nécessaires, comme des techniques de knock‐out de gènes et de vecteurs d’expression navettes ont 
été développés à un rythme accéléré.  
La construction de mutants KO sur mesure chez les Sulfolobus, a permis, notamment, la découverte 
du rôle des gènes cdv (codant pour des protéines impliquées dans la formation des vésicules chez les 
eucaryotes) dans  la division cellulaire  (Samson et al., 2008),  l’identification de voies de réponse au 
stress oxydatif (Maaty et al., 2009) et de caractériser plusieurs régulateurs transcriptionnels (Schelert 
et al., 2006; Peeters et al., 2009; Peng et al., 2011; Zhang et al., 2013). Des systèmes d’expression ont 
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également  été mis  en place  (Albers  et al., 2004; 2006;  Samson  et al., 2008; Wagner  et al., 2009; 
2012) et ont permis, entre autres, de complémenter des mutants de délétion d’opérons  impliqués 
dans la formation des pilis (Zolghadr et al., 2007; Frols et al., 2008) ou de comprendre les interactions 
hôte‐virus (Quax et al., 2011). 
	La présente  section donne une  vue détaillée des  systèmes  génétiques développés  chez  certaines 
espèces  Sulfolobus, en mettant  l’accent  sur  les principes de  sélection des  transformants  (résumés 
dans  le  Tableau  9)  pour  les  souches modèles  utilisées  (Tableau  10)  et  les  différents  vecteurs  de 
clonages disponibles  (Tableau 11). Un  certain nombre d’exemples expliquant  les particularités des 
méthodes de disruption de gènes chez Sulfolobus seront également présentés. 
1. Marqueurs de sélection  
La majeure  partie  des  systèmes  de  sélections  connus  et  développés  chez  les  bactéries  est  tout 
simplement inapplicable pour les archées. Notamment, les archées sont résistantes à la majorité des 
antibiotiques utilisés en routine pour  la sélection chez  les bactéries. Le fonctionnement des cellules 
d’archées, comme indiqué dans la section I.1, est proche à celui des cellules d’eucaryotes. Les cibles 
d’antibiotiques retrouvés chez  les bactéries sont donc absentes  (ex. peptidoglycane) ou  insensibles 
(ex.  ARNpol)  aux  antibiotiques  habituels.  Pour  pallier  ce  problème,  des marqueurs  de  sélections 
spécifiques ont été développés. Il s’agit essentiellement de marqueurs d’auxotrophie.   
Pour  résumer,  trois marqueurs  de  sélection  sont  utilisés  chez  tous  les modèles  génétiques  des 
Sulfolobus.  Il  s’agit  d’un  marqueur  d’auxotrophie,  pyrEF,  un  marqueur  de  sélection  visuelle  et 
d’auxotrophie,  lacS,  et  un  marqueur  de  résistance  à  la  simvastatine,  hmg.  D’autres  marqueurs 
comme  le gène adh  codant pour  l’alcool déshydrogénase  (Aravalli et al., 1997) et  le gène hph de 
résistance  à  l’hygromycine  B  ont  été  proposés  par  certaines  équipes  pour  la  sélection  chez  S. 
solfataricus (Cannio et al., 1998; Cannio et al., 2001). Cependant, d’autres laboratoires n’ont pas pu 
confirmer l’utilité et l’efficacité de tels marqueurs (Jonuscheit et al., 2003; Berkner et al., 2008) et ils 
ne seront pas discutés dans ce manuscrit. 
a. Sélection uracile 
Cette sélection repose sur  le phénotype d’auxotrophie/prototrophie provoqué respectivement, par 
l’inactivation ou par  l’intégration des allèles sauvages des gènes pyrEF+ codant pour  la biosynthèse 
de l’uracile.  
Dans  la voie métabolique de  la biosynthèse des nucléotides,  la synthèse d’uridine monophosphate 
(UMP) est  l’étape clef de  la synthèse des pyrimidines. L’UMP est synthétisée en six étapes décrites 
dans  la  Figure  27.  Les  étapes  (a)  et  (b)  sont  respectivement  catalysées  par  les  enzymes  orotate 
phosphoribosyltransferase  (PyrE)  et  orotidine‐5’‐monophosphate  decarboxylase  (PyrF).  L’enzyme 
PyrE  catalyse  la  formation  d’orotidine  5’‐monophosphate  à  partir  d’orotate  et  de 
phosphoribosylpyrophosphate  (PRPP).  L’orotidine  5’‐monophosphate  formé  sera  converti  en UMP 
par l’activité de la protéine PyrF (Jund and Lacroute, 1970 ; Grogan and Gunsalus, 1993).  
Les  souches  déficientes  pour  les  gènes  pyrEF  sont  incapables  de  synthétiser  l’UMP  et  sont 
auxotrophes  pour  l’uracile.  Elles  sont  donc  capables  de  pousser  uniquement  dans  un  milieu 
complémenté  par  de  l’uracile  exogène.  Les  cellules  portant  l’allèle  sauvage  pyrEF+  peuvent  être 
directement sélectionnées sur un milieu dépourvu d’uracile. Etant donné que les souches pyrEF‐ sont 
     Introduction 
91 
 
résistantes  au  5‐FOA  (acide  5’‐fluoroorotique),  la  perte  des  gènes  pyrEF+  peut  également  être 
directement sélectionnée sur un milieu riche complété par 5‐FOA. L’astuce de cette sélection est que 
des mutants pyrEF‐ peuvent être facilement et rapidement isolés en tant que colonies résistantes au 
5‐FOA  (Kondo  et  al.,  2011, Grogan  1991).  En  effet,  les  enzymes  PyrE  et  PyrF  peuvent  également 
convertir  l’analogue non  toxique,  le 5‐FOA  (acide 5’‐fluoroorotic), en un  substrat  toxique pour  les 
cellules, le 5‐FU (5‐fluorouracil) (Figure 27). La molécule ainsi produite est un puissant inhibiteur qui 
bloque de  façon  irréversible  l’enzyme  thymidilate synthétase et provoque  la mort de  la cellule par 
manque de thymidine (Dolla et al. 2000).  
 
Figure  27 :  Voie  de  la  biosynthèse  des  pyrimidines  et  de  la  conversion  du  5‐FOA  en  5‐FU.  Ces 
réactions sont catalysées par (a) l’orotate phosphoribosyltransférase (protéine PyrE) et (b) l’orotidine 
5’‐monophosphate décarboxylase (protéine PyrF) (d’après Leigh et al., 2012). 
Ce phénotype est très utile car la contre sélection permet de facilement retirer une cassette portant 
les gènes pyrEF pour obtenir un mutant de délétion propre ou pour recycler ce marqueur génétique. 
Des  applications  génétiques  utilisant  ce marqueur  de  sélection  ont  été mises  au  point  chez  les 
eucaryotes (Boeke et al. 1984; Fukagawa et al. 1999) et les archées (Bitan‐Banin et al. 2003; Pritchett 
et al. 2004). 
Des mutants spontanés stables pyrEF‐ ont obtenus et sont utilisés chez S. solfataricus (Jonuscheit et 
al.  2003),  S.  acidocaldarius  (Wagner  et  al.  2009)  et  S.  islandicus  (Deng  et  al.  2009;  Zhang  and 
Whitaker 2012)  (Tableau 10). Au cours de cette thèse, un mutant pyrEF‐ de S.  islandicus LAL14/1 a 
été construit par l’approche de remplacement de gène (discuté dans la partie Résultats).  
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Tableau 9 : Les outils génétiques disponibles chez les Sulfolobales (adapté de Leigh et al., 2011). 
  S. solfataricus PBL2025  S. islandicus E233S  S. acidocaldarius 
Milieu défini  Oui (Grogan, 1989)  Oui  Oui (Grogan, 1989) 
Transformation  
de l’ADN 
Electroporation  
(Schleper et al. 1992; Worthington et 
al., 2003; Albers & Driessen, 2008) 
Electroporation  
(Deng, et al.,2009) 
 
Electroporation (Kurosawa & 
Grogan 2005; Wagner et al., 
2009) 
 
Barrière de 
restriction 
Non 
 
Suil coupe à GCwGC 
(Soilner et al., 2006) 
Sual restreint l’ADN non‐méthylé 
à CCGG (Prangisshvili et al., 1985) 
Vecteur navette  
de réplication 
pEXSs (Cannio et al., 1998), pKMSD48 
(Stedman et al., 1999), PMSS dérivative 
(Aucelli et al., 2006), pJlacS ( Berkner et 
al., 2007) 
Vecteurs basés sur 
PRN2 (Deng et al., 
2009) 
 
pCSV1 et pAG vecteurs de base 
(Aagaard et al. 1996; Aravalli & 
Garrett, 1997), pCmalLacS 
(Berkner et al., 2010) 
 
Sélection positive 
Lactose (Worthington et al., 2003), 
uracile (Jonuscheit et al., 2003), 
hygromycine (Cannio et al., 1998) 
Uracile  
(Deng et al., 2009) 
 
Uracile (Wagner et al., 2009), 
alcools (Aravalli & Garrett, 1997) 
 
Contre sélection  Non  
5‐FOA (pyrEF)  
(Deng et al., 2009) 
5‐FOA (pyrEF) (Wagner et al., 
2009) 
 
“Markerless gene 
knock‐out” ou 
remplacement 
allélique 
Utilise lacS (Schelert et al.,2004; Albert 
& Driessen, 2008) 
Utilise pyrE  
(Deng et al., 2009) 
Utilise pyrE (Wagner et al., 2009; 
Ellen et al., 2010) 
Intégration 
ectopique     
A pyrE et amyA (M. Wagner & S.‐
V. Albers, unpublished data) 
 
Gènes 
rapporteurs 
lacS (‐galactosidase) 
(Jonuscheit et al., 2003) 
lacS (‐galactosidase) 
(Deng et al., 2009) 
lacS (‐galactosidase) 
 
Expression du 
gène régulé 
araS promoter  (Albers et al., 2006) 
 
araS promoter  
(Peng et al., 2009) 
malE promoter  
(Berkner et al., 2010) 
Surexpression de 
la protéine 
Vecteurs virus pMJ0503 inductibles 
avec tags His et Strep, vecteurs basés 
sur pRN1 
(Albers et al., 2006; Berkner et al., 
2007) 
Basés sur PRN2 
pHZ2lacS  
(Peng et al., 2009) 
 
Expression inductible avec le 
maltose en utilisant pCmal 
(Berkner et al. 2010) 
 
 
b. Sélection lactose 
Cette  sélection est basée  sur  l’utilisation du gène  lacS  codant pour une ‐galactosidase  spécifique 
aux archées (Cobucci‐Ponzano et al., 2010). Les mutants lacS‐ sont incapable de croitre sur lactose et 
de métaboliser les dérivés chromogènes comme le X‐gal. 
Toutes les espèces étudiées de Sulfolobus possèdent le gène lacS. La séquence nucléotitique du gène 
de  la ‐galactosidase ne montre aucune similarité avec  le gène  lacZ bactérien, ce qui suggère  leur 
évolution convergente (Cubellis et al. 1990). La protéine LacS est une β‐galactosidase très résistante 
à haute  température  (son activité optimale est à 90°C) et elle est  résistante aux protéases et aux 
substances  dénaturant  habituellement  les  protéines  (Moracci  et  al.  1992).  Comme  son  analogue 
bactérien, cette enzyme catalyse l’hydrolyse des β‐galactosides, parmi lesquels se trouvent le lactose 
et son analogue le X‐Gal. 
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 Les mutants lacS‐ sont incapables de croître sur un milieu contenant du lactose comme seule source 
de  carbone  (milieu  lactose).  La  sélection  des  recombinants  intégrant  une  copie  sauvage  du  gène 
lacS+ dans une souche au génotype lacS‐ a été utilisée avec succès chez S. solfataricus pour réaliser 
des  mutants  knock‐out  et  pour  la  sélection  des  transformants  portant  des  vecteurs  navettes 
(Worthington et al., 2003; Schelert et al., 2004; Berkner et al., 2007). La sélection avec le marqueur 
lacS  est  applicable  à  tous  les modèles  génétiques  de  Sulfolobus  (S.  solfataricus  et  S.  islandicus) 
capables de  croître  sur milieu  lactose  (Worthington  et al., 2003; Berkner  and  Lipps, 2008)  sauf  S. 
acidocaldarius dépourvue de cette capacité. 
Le système de sélection avec  lacS comporte des défauts. Ainsi,  il y a un bruit de fond assez gênant 
provoqué par  la croissance  résiduelle des mutants  lacS‐ même sur un milieu minimum  lactose. Un 
autre  désavantage  est  le  temps  nécessaire  pour  obtenir  la  croissance  des  recombinants.  Cette 
procédure prend en général  jusqu’à quatorze  jours en milieu  liquide avant  l’étalement  (Albers and 
Driessen 2008). 
Sur un milieu contenant du X‐Gal,  les colonies  lacS+ développent un phénotype très caractéristique 
et facile à repérer car elles sont bleues (Figure 28) (Schelert et al. 2004; Deng et al. 2009).  
Les mutants  spontanés  lacS‐  s’obtiennent  assez  facilement.  Ils  ont  été  obtenus  et  utilisés  chez  S. 
solfataricus P2 (Jonuscheit et al. 2003), S. islandicus E233S (Deng et al. 2009) et S. islandicus M.16.4 
(Zhang and Whitaker 2012).  
 
Figure  28 :  Transformation du double mutant  S.islandicus  E233S  ΔpyrEF  ΔlacS par  les plasmides 
pHZ2 et pHZ2lacS. (A) Les colonies E233S  lacS‐ transformées par  le plasmide pHZ2 restent blanches 
en présence de X‐Gal. (B) Les colonies E233S transformées par le plasmide pHZ2lacS devenues lacS+ 
se  colorent  en  bleu  en  présence  de  X‐Gal.  (C)  Les  cultures  liquides  de  S.  islandicus  E233S  non 
transformées  (C1)  ou  portant  le  plasmide  pHZ2  (C2)  ne  se  colorent  pas  en  présence  de  X‐Gal. A 
l’inverse,  les cultures  liquides de S.  islandicus E233S transformées par  le plasmide pHZ2lacS (C3) se 
colorent en présence de X‐Gal. Adapté de Deng et al. 2009. 
c. Sélection avec l’antibiotique simvastatine 
La simvastatine est un des rares antibiotiques capable d’inhiber la croissance des Sulfolobus (Noll et 
al.  1997;  Zheng  et  al.,  2012).  Cet  antibiotique  inhibe  l’action  de  la  3‐hydroxy‐3‐méthylglutaryl 
coenzyme A (HMG‐CoA) réductase par une compétition avec son substrat naturel, le HMG‐CoA. Cette 
enzyme  est  impliquée  et  essentielle  dans  la  voie  de  biosynthèse  de  la  membrane  des  archées 
(Figure 29; (Matsumi et al. 2007)). 
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Utilisé dans un premier temps comme un marqueur de sélection chez deux euryarchées modèles, T. 
kodakaraensis (Matsumi et al. 2007) et P. furiosus (Waege et al. 2010), le gène hmg de résistance à la 
simvastatine a été ensuite employé avec succès chez S. islandicus (Zhang and Whitaker 2012; Zheng 
et  al.  2012).  La  surexpression  chez  S.  islandicus  E233S  du  gène  hmg  codant  pour  la  HMG‐CoA 
réductase    de  S.  tokodaii  fusionné  au  promoteur  constitutif  fort  Psac7d  du  gène  sac7d  de  S. 
acidocaldarius  (Berkner  et  al.  2010)  permet  en  présence  de  simvastatine  de  sélectionner 
positivement les recombinants exprimant ce gène (Zhang and Whitaker 2012; Zheng et al. 2012). La 
sélection est assez difficile à cause de la croissance résiduelle de cellules non transformées. En outre, 
elle  fonctionne  essentiellement  sur  les milieux  solides  et  est  peu  applicable  aux milieux  liquides 
(Zhang and Whitaker 2012).  
 
Figure  29 :  Cible  de  la  simvastatine  dans  la  voie  de  biosynthèse  de  la membrane  des  archées. 
L’HMG‐CoA est réduit par la HMG‐CoA réductase en mévalonate, ensuite transformé après plusieurs 
étapes  intermédiaires  en  lipides.  La  simvastatine  agit  en  antagoniste de  la HMG‐CoA  et  inhibe  sa 
réduction en mévalonate par la HMG‐CoA. (Matsumi et al. 2007). 
2. Modèles génétiques de Sulfolobus ‐ souches réceptrices 
a. Sulfolobus solfataricus 
La première  indication de  la possibilité de transformer d’une souche de Sulfolobus a été décrite en 
1999 dans un article montrant la transformabilité de S. solfataricus P1 et S. solfataricus 98/2 par de 
l’ADN non modifié du virus SSV1 isolé de souches E. coli. Les transformants étaient sélectionnés par 
leur capacité à induire le cycle viral après le traitement par les UV (Stedman et al., 1999). 
La génétique de Sulfolobus a commencé avec  la souche S. solfataricus 98/2  lorsque Worthington et 
al. (2003) ont obtenu un mutant naturel  lacS‐ de cette souche. Ce mutant Lac‐ spontané, PBL2002, 
est apparu à la suite de la transposition de l’IS1217 dans le gène lacS qui code pour la ‐galactosidase 
(Worthington et al. 2003). Cependant, son phénotype LacS‐ était trop instable (la souche génère des 
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révertants  lacS+ avec une forte fréquence) rendant  la sélection des recombinants Lac+ très difficile 
(Worthington et al. 2003).  
Par  la  suite, un mutant  spontané PBL2025 portant une délétion de 58kb qui  s’étend  sur presque 
cinquante  gènes  (Sso3004‐Sso3050),  incluant  le  gène  lacS,  a  été  sélectionné  et  utilisé  pour  les 
expériences génétiques (Schelert et al. 2004) (Tableau 10). Néanmoins, compte tenu de l’étendu de 
la  délétion,  ce  mutant  présente  un  phénotype  particulier.  Par  exemple,  il  diffère  de  la  souche 
sauvage par plusieurs paramètres  (taille des cellules, adhérence sur  les matériaux)  (Zolghadr et al. 
2010)  ce  qui  peut  compromettre  son  utilisation  pour  des  études  générales  (transcriptomique, 
protéomique, etc). 
D’autres  souches  de  S.  solfataricus  (S.  solfataricus  P1  et  P2)  ont  également  été  utilisées  pour 
développer des approches génétiques mais leurs génomes se sont avérés instables de telle façon que 
de grandes parties du chromosome pouvaient être délétées ou  inversées en quelques générations 
(Redder et Garrett, 2006). Cette instabilité s’explique essentiellement par la transposition d’éléments 
mobiles  fonctionnels  et  présents  en  nombre  très  élevé  chez  ces  souches.  Cette  situation  est 
fortement défavorable pour  les expériences génétiques. Les multiples remaniements survenant à si 
forte fréquence  influencent fortement le contexte génétique des mutants analysés (She et al. 2001; 
Brügger et al. 2002; Brügger et al. 2004, Schleper et al., 1994; Martusewitsch et al., 2000; Redder and 
Garrett, 2006) A présent, ces souches ne sont plus ou peu utilisées comme modèles génétiques. 
Toutefois,  historiquement  la  souche  S.  solfataricus  P1  PH1‐16,  auxotrophe  à  l’uracile,  a  été  la 
première souche à avoir été utilisée pour l’expression de protéines chez Sulfolobus   (Martusewitsch 
et al., 2000). 
b. Sulfolobus acidocaldarius 
A l’inverse des souches S. solfataricus, le génome de la souche S. acidocaldarius est très stable avec 
un taux remarquablement faible de remaniements chromosomiques (Berkner et al. 2008). De plus, 
contrairement aux souches de S. solfataricus (Schleper et al. 1994; Martusewitsch et al. 2000; Redder 
et al. 2006) et S.  islandicus  (Blount et al. 2005; Berkner and Lipps 2007;  Jaubert et al., 2013),  son 
génome est le seul génome de Sulfolobus connu à ne pas posséder d’éléments mobiles actifs (Grogan 
et al. 2001; Chen et al. 2005). La disponibilité du génome de S. acidocaldarius, une des premières à 
être séquencée, a grandement facilité le développement rapide des techniques génétique pour cette 
souche (Chen et al. 2005).  
En comparant  les  fréquences de mutations spontanées chez différentes souches de Sulfolobus,  il a 
été démontré que la souche S. acidocaldarius est une des plus stables. La plus grande fréquence de 
mutations a été détectée chez S. solfataricus P1 (jusqu’à une fraction de 10‐4, Martusewitsch et al., 
2000)  et  ses  dérivés. Au  contraire,  les  fréquences  nettement  plus  faibles  sont  retrouvées  chez  S. 
acidocaldarius et S. islandicus (entre 10‐6 et 10‐8, Berkner and Lipps, 2008). En considérant la stabilité 
génétique,  S.  acidocaldarius  et  S.  islandicus  sont  les  souches  les mieux  adaptées  pour  les  études 
génétiques.  
Plusieurs mutants spontanés pyrE‐ portant soit des mutations ponctuelles  (Grogan et al. 2001) soit 
des  délétions  (Grogan  et  al.  2003)  ont  été  sélectionnés  chez  S.  acidocaldarius  (Tableau  10).  Ces 
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mutants ont par la suite été utilisés comme modèles pour la génétique car ils permettent la sélection 
des recombinants pyrE+. 
Les  souches MR31  et MW001  des mutants  S.  acidocaldarius  auxotrophes  pour  l’uracile  ont  été 
utilisées  pour  la  construction  de  mutants  délétés.  Plusieurs  outils  génétiques  utilisant  des 
évènements  de  recombinaison  simples  ou  doubles  ont  été  développés  pour  obtenir  chez  S. 
acidocaldarius des mutants de délétion sans  laisser  le marqueur génétique, tagger des protéines et 
introduire de  larges régions génomiques dans  le génome (Wagner et al. 2012) (plus de détails dans 
les sections I.5.3.4 et 5). 
Tableau 10  : Pertinence des différentes souches et espèces Sulfolobus comme destinataires pour 
des systèmes génétiques (adapté de Berkner and Lipps, 2008). 
Mutants disponibles 
S. solfataricus S. islandicus  S. 
acidocaldarius 
P1  Gθ  98/2  REY15A  LAL14/1  M16.4   
Mutants pyrEF 
Mutants ponctuels/élément d’insertion 
   Mutants délétés 
 
PH1‐16 ab   
E233f 
 
LAL14/1‐CDg 
 
 
RJW001h 
 
 
 
MR31i 
MR103i 
MW001 j 
Mutants lacSa 
   Mutants ponctuels/élément d’insertion 
   Mutants délétés 
 
PH1‐16 ab   
GθWc 
PBL2002d 
PBL2025e 
 
E233Sf 
 
 
RJW002h 
 
Stabilité génétique  ‐  ‐  ‐  +  +  +  ++ 
Pas de barrière  
de restriction  ++  ++  ++  ++  ++  ++  + 
a  peuvent être des doubles mutants lacS/pyrEF 
b Martusewitsch et al., 2000 
c  Bartolucci et al., 2003 
d  Worthington et al., 2003 
e  Schelert et al., 2004 
f  Deng et al., 2009 
g Jaubert et al., 2013 
h Zhand et Whitaker, 2012 
i Reuilly et Grogan 2001 
j Wagner et al., 2009 
++ : évaluation très positive; + : évaluation positive; ‐ : évaluation négative 
Grâce  à  ces mutants,  il  a été possible d’estimer  l’efficacité de  la  recombinaison homologue entre 
l’ADN  génomique  et  un  fragment  d’ADN  linéaire  selon  la  longueur  de  la  région  d’homologie.  Les 
fragments minimaux suffisants pour permettre  la recombinaison homologue restituant  le génotype 
pyrE+ ont une taille de seulement 18nt (Kurosawa et al. 2005). Des résultats proches sont observés 
chez  d’autres  souches.  Ainsi,  14  et  45nt  (selon  l’étude)  sont  nécessaires  pour  assurer  une 
recombinaison efficace chez S. acidocaldarius (Grogan et al. 2008; Sakofsky et al. 2011). 
Récemment,  la sélection uracile a été utilisée pour développer des vecteurs navettes plasmidiques 
chez  S.  acidocaldarius  (Berkner  et  al.,  2007).  Ce  sont  des  vecteurs  navettes  E.  coli‐Sulfolobus 
construits à partir du plasmide multicopie pRN1 de S. islandicus (décrits plus loin dans le paragraphe 
I.5.3).  
Un  système d’expression  induite par  le maltose a été développé chez MR31 pour  l’expression des 
gènes  recombinants.  De  tous  les  promoteurs  testés  pour  la  production  de  protéines  chez  S. 
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acidocaldarius,  le  promoteur  saci1165  ou mbp/mal,  inductible  par  le maltose  s’est  révélé  le  plus 
stable (Berkner et al., 2010; Meyer et al., 2011; Henche et al., 2012; Lassak et al., 2012).  
Bon modèle pour les études génétiques, S. acidocaldarius présente toutefois, un certain nombre de 
limites à  son utilisation.  L’utilisation de  S. acidocaldarius  comme modèle génétique  se heurte aux 
problèmes liés à la présence dans cette souche d’un système de restriction/modification spécifique. 
La souche encode pour une enzyme de restriction, SuaI clivant la séquence GGCC dans les ADNs non 
méthylés (Grogan 2003). Un passage par une souche E. coli génétiquement modifiée permettant  la 
méthylation spécifique de  l’ADN destiné à être  introduit dans S. acidocaldarius est nécessaire avant 
toute  tentative  de  transformation  de  la  souche  (Prangishvili  et  al.  1985; Grogan  2003).  Le  faible 
nombre de protéines assurant le transport des sucres et peptides encodés par ce génome, explique 
l’incapacité de S. acidocaldarius à utiliser efficacement certaines sources de carbone organique et, 
par conséquence, à croître rapidement sur un grand nombre de milieux (Elferink et al. 2001; Albers 
et al. 2004). 
Pour conclure, bien qu’adaptée pour  les études génétiques, S. acidocaldarius ne peut par exemple 
servir comme modèle pour une problématique très actuelle chez  les archées concernant  l’étude de 
l’interaction entre les cellules hôtes des Sulfolobus et leurs virus‐plasmides conjugatifs. Ceci est lié au 
fait que S. acidocaldarius n’est un hôte pour aucun des éléments extra‐chromomiques connus. Au 
contraire, les souches S. islandicus REY15A et LAL14/1 sont des hôtes pour tous les fusellovirus testés 
(SSV1, SSV2, pSSVx et pSSVi) et les plasmides conjugatifs (pNOB8 et KEF9). Le développement d’une 
approche de génétique pour  S.  islandicus est donc une priorité  importante dans  la génétique des 
archées.  
c. Sulfolobus islandicus 
Un autre modèle de génétique très prometteur a été développé en utilisant certaines souches de S. 
islandicus  (Deng  et  al.  2009).  Ces  souches  présentent  des  fréquences  de mutations  spontanées 
proches de celles observées chez S. acidocaldarius (Berkner et al. 2008). Contrairement à la souche S. 
acidocaldarius,  les  souches  de  S.  islandicus  analysées  ne  semblent  pas  contenir  de  système  de 
restriction/modification,  à  l’exception  de  deux  souches :  S.  islandicus  REN2H1  encodant  pour 
l’enzyme SuiI étudiée in vivo (Sollner et al. 2006) et HVE10/4 portant un opéron de trois gènes codant 
pour une enzyme de restriction putative analysée in silico (SiH_1435‐1437; (Guo et al. 2011)). Grâce à 
une  forte prévalence de gènes codant pour  les  transporteurs de  type ABC dans  leurs génomes,  les 
souches de S. islandicus peuvent, contrairement à S. acidocaldarius, croître sur une grande variété de 
milieux synthétiques  (Grogan 1989; Guo et al. 2011). Le génome de  la souche modèle S.  islandicus 
REY15A est disponible (Guo et al. 2011) aussi bien que son mutant stable E233S pyrEF‐ et lacS‐ (Deng 
et al. 2009). L’inactivation par délétion des gènes pyrEF élimine  tout risque de  faux positifs dû à  la 
réversion.  
Ces avantages ont  conduit au développement de  l’approche  génétique pour  S.  islandicus REY15A. 
Plusieurs outils  et  techniques  sont maintenant disponibles pour  cette  souche  comme un  système 
rapporteur (Peng et al. 2009), différentes modifications de l’approche de knock‐out (Deng et al. 2009; 
Zhang et al. 2010), des vecteurs de clonage plasmidiques permettant  la surexpression de protéines 
(Peng et al. 2012) et  la production de protéines recombinantes chez Sulfolobus (Lintner et al. 2011; 
Snyder et al. 2011; Mei et al. 2012; Zheng et al. 2012), etc. Ces approches ont par exemple permis de 
confirmer  la prédiction  in silico du rôle de gène topA codant pour une TopoIII fonctionnelle chez S. 
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islandicus  (Li et al. 2011),  l’implication de  la protéine Cbp1 dans  la  transcription des CRISPRs de  la 
souche REY15A  (Deng et al. 2012), ainsi que  le caractère essentiel des gènes pcna codant pour des 
protéines impliquées dans la réplication de l’ADN (Kelman 1997; Zhang et al. 2010). 
Récemment, une nouvelle approche de knock‐out basée sur la résistance à la simvastatine a été mise 
au point chez la souche S. islandicus M.16.4. En plus de démontrer l’utilisation possible du gène hmg 
dans  les approches de knock‐out, ces expériences ont permis  la création des mutants S.  islandicus 
RJW001  et  RJW002,  respectivement  ΔpyrEF  et  ΔlacS::simR  pouvant  profiter  des  approches 
génétiques précédemment citées (Zhang and Whitaker 2012) (Tableau 10). 
Une autre souche développée récemment est la souche auxotrophe à l’uracile, S. islandicus E233 qui 
a été utilisée pour obtenir un mutant ΔlacS (Deng et al., 2009; She et al., 2009). Un vecteur navette 
est disponible pour cette souche et est utilisé pour une étude détaillée du promoteur du gène araS 
(Peng et al., 2009). 
Les  souches  S.  islandicus,  de  la même  façon  que  les  souches  de  S.  acidocaldarius,  ont  le même 
avantage concernant la possibilité d’utiliser le 5‐FOA pour une contre sélection des Ura+ 
En  conclusion,  plusieurs  souches  de  Sulfolobus  peuvent  être  utilisées  dans  les  expériences 
génétiques.  Sauf  la  souche  S.  islandicus  REN2H1  (Söllner  et  al.,  2006),  elles  sont  dépourvues  de 
l’activité  de  restriction/modification  très  gênante  pour  les  procédures  de  clonage  et  de 
transformation.    
Pour terminer, au cours de mon travail doctoral  j’ai travaillé sur  le développement d’une approche 
génétique  pour  une  souche  particulière  de  S.  islandicus,  la  souche  LAL14/1.  La  particularité 
importante de cette souche est sa capacité à servir d’hôte pour plusieurs virus d’archées, notamment 
le virus SIRV1/2, un modèle sous étude dans notre laboratoire. Les résultats de ce travail (Jaubert et 
al., 2013) sont discutés en détails  dans la partie Résultats.  
3. Vecteurs de clonage de Sulfolobus 
Les virus infectant spécifiquement les espèces de Sulfolobus sont fréquents et bien caractérisés  (voir 
Chapitre  I.2)  (Prangishvili  et al., 2001; Prangishvili 2013).  Le même  constat peut être  fait pour  les 
plasmides,  conjugatifs ou non, présents dans  leurs  cellules  (Lipps, 2006).  La disponibilité de petits 
réplicons qui peuvent être manipulés  in vitro  crée une  situation  favorable pour  le développement 
d’outils  génétiques performants  (Berkner  and  Lipps, 2008)  et  elle  constitue un des  avantages des 
Sulfolobus comme modèle génétique des archées. 
Trois  classes  d’éléments  extra‐chromosomiques  sont  utilisées  comme  vecteurs  :  virus,  plasmides 
conjugatifs et non conjugatifs  (Zillig et al., 1996; Prangishvili et al., 1998 et Peng et al., 2000). Dans 
cette  partie,  les  exemples  les  plus  utilisés  pour  les  études  génétiques  illustrant  les  propriétés  de 
chacun de ces trois groupes d’éléments génétiques sont présentés plus en détails (Tableau 11). 
a. Virus SSV1 
La  disponibilité  d’un  protocole  de  transformation  efficace  était  un  des  prérequis  pour  le 
développement  de  systèmes  génétiques  chez  les  archées. Dans  le  cas  des  souches  Sulfolobus,  le 
protocole de  leur  transformation a été établie en 1992 quand  il a été démontré que  la souche   S. 
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solfataricus  pouvait  être  efficacement  transfectée  avec  l’ADN  du  virus  SSV1  par  électroporation 
(Schleper  et  al.,  1992).  Depuis,  ce  protocole  constitue  un  socle  méthodologique  permettant 
l’introduction des ADNs hétérologues chez  les Sulfolobus. Avec des changements mineurs propres à 
chaque  laboratoire,  la  technique  est  universellement  utilisée  pour  la  transformation  des  cellules 
Sulfolobus.  Il  a  été  avantageux  de  développer  cette  approche  avec  de  l’ADN  viral  (transfection) 
permettant de  sélectionner des  transfectants par  la  recherche de  simples plaques de  lyse. Aucun 
autre marqueur de sélection n’est requis dans ce système. Egalement, l’éventuelle faible efficacité de 
transformation ne  sera pas un obstacle étant donné que  le virus peut  s’auto propager  in vivo   en 
infectant des milliers de cellules voisines  à partir de la seule cellule transfectée.   
Le virus SSV1, de  la famille des Fuselloviridae, a été  isolé à partir de  la souche japonaise S. shibatae 
(Palm et al. 1991) mais il infecte également la souche modèle S. solfataricus P2 (Schleper et al. 1992). 
Son virion, en forme de citron, est enveloppé et porte sur une de ses extrémités une courte queue 
présentant  trois  fibres adhésives  (Zillig et al. 1996). Son génome  circulaire est  représenté par une 
molécule d’ADN double brin de 15 kb. Le génome de SSV1 est composé de trente‐quatre ORFs dont 
dix‐huit codent pour des protéines non conservées chez les Fuselloviridae (Figure 30, ORF colorées du 
rouge au noir) (Tumbula et al. 1994; Wiedenheft et al. 2004). 
 
Figure  30  :  Carte  génétique  du  virus  SSV1.  Les  gènes  codant  pour  des  protéines  structurales  ou 
retrouvées dans les virions sont symbolisés par une bordure rouge. La coloration des flèches indique 
la conservation de l’ORF dans les 12 génomes de fusellovirus analysés (SSV1, SSV2, SSV3, SSV4, SSV5, 
SSVRH, SSVK1, SSVL, SSVKM1, SSVKU1, SSVL2 et SSVGV1) selon le diagramme indiqué au centre (du 
noir, ubiquitaire au blanc, spécifique à SSV1) (Iverson et al. 2012).  
C’est un des  virus des  Sulfolobus  les mieux étudiés et  sa  caractérisation moléculaire et  génétique 
détaillée  (Frols  et  al.  2007;  Qureshi  2007; Menon  et  al.  2008;  Iverson  et  al.  2012)  a  facilité  la 
description  et  l’étude  d’autres  membres  de  cette  même  famille  virale  comme  SSV2  et  SSV‐K1 
(Wiedenheft et al. 2004) ou comme les quatre nouveaux fusellovirus récemment isolés (Redder et al. 
2009) à partir de cultures de S. solfataricus P2 (SSV5), Acidianus brierleyi (ASV) ou de systèmes hôte‐
virus purs (S. islandicus G4T‐1/SSV6 et S. islandicus G4T‐T‐11/SSV7).  
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SSV1  est  un  virus  tempéré  capable  de  se  propager  efficacement  dans  une  cellule  infectée  ou 
transfectée.  Il s’intègre dans  le génome de son hôte de façon site spécifique au niveau du gène de 
l’ARNt‐Arg. Son site d’attachement est composé de quarante‐quatre nucléotides  (attA) couvrant  la 
partie  3’  du  gène  de  l’ARNt‐Arg  dont  la  séquence  est  identique  au  site  viral  d’attachement  attP 
(Reiter  et al. 1989; Muskhelishvili et al. 1993).  La position du  site d’attachement dans  le gène de 
l’intégrase provoque son inactivation lors de l’intégration du génome viral. Le rôle de l’intégrase dans 
l’excision du provirus SSV1 est intrigante comme le site d’attachement viral, attP est localisé dans le 
gène  de  l’intégrase. Donc,  l’intégration  du  virus  sépare  le  gène  int  en  deux  parties  de  l’intégrase 
(Clore et Stedman, 2007). L’excision du provirus suivie par une forte production des particules virales 
peut être facilement induite par l’irradiation aux UV ou par le traitement des cellules lysogènes à la 
mitomycine C (Reiter et al. 1987; Frols et al. 2007). Même non induite, une souche lysogène produit 
spontanément une quantité non négligeable de particules virales ce qui indique un état relativement 
instable du provirus. L’excision est propre et elle restitue le site d’attachement chromosomique attA 
intact, sans aucune trace de provirus (site « vide ») (Muskhelishvili et al. 1993).  
La construction de dérivés de SSV1 portant des mutations affectant certains de ses gènes a permis de 
localiser  les  gènes  indispensables  pour  le  cycle  lytique.  Ces  données  démontrent  que  parmi  les 
protéines  essentielles  à  l’établissement  du  cycle  viral  lytique,  se  trouvent  l’intégrase  (d335),  la 
protéine structurale VP2 et la protéine codée par l’ORF d244 (Iverson and Stedman, 2012). De façon 
surprenante, l’inactivation de l’ORF d244 produit un dérivé de SSV1 avec une forte capacité d’inhiber 
la  croissance des  cellules de  Sulfolobus  infectées.  Les  raisons de  ce phénotype  restent  inconnues, 
mais, de façon intéressante, des retards de croissance similaires sont observés lors de l’infection de 
S. solfataricus par le fusellovirus SSVK1 qui ne possède pas d’homologue du gène d244 (Iverson and 
Stedman, 2012).  
L’ORF ubiquitaire b129 retrouvée chez tous les fusellovirus séquencés (Stedman et al. 1999; Iverson 
et al. 2012) code pour une protéine pouvant théoriquement se  lier à  l’ADN grâce à deux structures 
en  doigt  de  zinc  (Lawrence  et  al.  2009).  Par  ailleurs,  la  capacité  de  la  protéine  en  doigt  de  zinc 
AFV1p06,  codée par un  autre  virus, AFV1,  à  se  lier  à  l’ADN de  façon  spécifique  a  récemment été 
confirmée pour la première fois chez les archées (Guilliere et al. 2013) et fait   partie de mon travail 
de  thèse.  L’ORF  b129  est  essentielle  pour  le  cycle  viral  chez  SSV1  et  sa  présence  chez  tous  les 
fusellovirus  indique que  la protéine qu’elle code  joue vraisemblablement un rôle  important dans  le 
cycle lytique des fusellovirus.  
La  possibilité  de  délivrer  par  une  simple  transfection  le  génome  de  SSV1  dans  des  cellules  de  
Sulfolobus a ouvert  la voie à  l’étude génétique de ce virus et son utilisation comme un vecteur de 
clonage  très  efficace. Des  vecteurs navettes  E.  coli‐Sulfolobus pouvant  se  répliquer dans  les deux 
hôtes ont donc été construits (Cannio et al ., 1998;  2001; Stedman et al. 1999; Jonuscheit et al. 2003; 
Albers et al. 2006; Clore and Stedman, 2006). Ces vecteurs présentent l’avantage de se propager par 
l’infection  dans  une  culture  initialement  transfectée  ce  qui,  au  final,  augmente  grandement 
l’efficacité de  la  transfection. Les vecteurs construits sur  la base de SSV1 présentent  les avantages 
des  vecteurs multicopies  car  ils  se maintiennent  à  l’intérieur  des  cellules  en  nombre  de  copies 
relativement élevé sous  forme d’ADN circulaire et  fermé de  façon covalente  (Yeats et al., 1982). A 
noter que SSV1 et beaucoup de ses dérivés se trouvent également sous forme d’une copie intégrée 
dans le génome.  Le virus est donc maintenu de façon stable, mais les cellules lysogènes le contenant 
peuvent être difficilement « guéries » de SSV1 (Reiter and Palm, 1990). 
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En 1998, Cannio et al. décrivent un vecteur navette Sulfolobus‐E. coli. Ce vecteur pEXSs est construit 
sur une partie du génome du virus SSV1 cloné dans  le plasmide pGEM5Zf  (–) et  contient un gène 
marqueur hétérologue codant pour une version thermostable de la hygromycine phosphotransférase 
(Hph) de E. coli (Cannio et al., 2001) (Tableau 11). Une version encore plus sophistiquée de ce vecteur 
portant  le  gène  lacS  (pEXSlacS)  a  été  utilisée  dans  les  expériences  génétiques  avec  comme  hôte 
cellulaire le mutant lacS de S. solfataricus GθW (Bartolucci et al., 2003).  
Tableau  11 :  Liste  chronologique  de  toutes  les  constructions  basiques  de  vecteurs  navettes 
Sulfolobus‐E. coli (adapté de Berkner and Lipps, 2008). 
Construction  Taille (kb) 
Partie 
vecteur E. 
coli 
Réplicon 
Sulfolobus 
Auto‐
propa‐
gation 
Marqueurs et 
phénotypes 
sélectifs 
Destinataire  Références 
pCSV1  6.1  pUC19  pGT5  Non  ‐  S. acidocaldarius  (1) 
pAG1  4.7  pUC19  pGT5  Non  ‐  S. acidocaldarius  (2) 
pAG2  5.3  pUC19 + rom/op      ‐     
pAG21  6.5  pUC19 + rom/op      adha, S.so.P2     
pEXSs 
pEXSlacS 
6.4 
8.4  pGEM5Zf(‐) 
SSV1  
(en partie)   Non 
hphb, E. coli 
Gènes lacSd,  
S. so.MT‐4 
S. solfataricus Gθ   (3) (4) 
pKMSD48  18.5  pBluescriptII SK+ 
SSV1 
(complet)  Oui  ‐ 
S. solfataricus P1 
S.solfataricus PH1 
S. solfataricus P2 
S. solfataricus Gθ 
(5) 
pMJ03 
pMJ05  21.8  pUC18 
SSV1 
(complet)  Oui 
Gènes pyrEFc, S. 
so.P1 
Gènes lacSd,  
S. so.P2 
S. solfataricus PH1‐16  (6) (7) 
pAJC96  14.5  Topo PCR Blunt 
SSV1 (sans 
intégrase)      S. solfataricus P2  (8) 
pSSVrt  8.4  pUC19 
pSSVx/SSV2 
  ‐  S. solfataricus GθW 
(9) pMSSV  7.6  pUC18 
(en partie) 
Oui  ‐  S. solfataricus P2 
pMSSVlacS  9.6    Gènes lacSd,  S. so.P2   
pA‐pN  9  pBluescript 
(en partie)  pRN1  Non 
Gènes pyrEFc, 
S.so.P2  S. acidocaldarius 
(10) 
pJlacS  11  Gènes lacSd,  S. so.P2  S. solfataricus PBL2025 
pHZ2  11.2 
pGEM3Z  pRN2  Non 
Gènes pyrEFc, S. 
so.P2 
S. islandicus E223S  (11) 
pHZ2lacS  13.2 
Gènes pyrEFc et 
lacSd,  
S. so.P2 
a code pour une alcool déshydrogénase, sélection avec butanol ou benzylacool 
b code pour une hygromycine phosphotransférase, une protéine thermostabilisée de E. coli qui confère la résistance à 
l’hygromycine 
c code pour une orotate phosphoribosyltransferase et orotidine‐5’‐monophosphatdécarboxylase, mutants complémentaires 
à la prototrophie d’uracile 
d code pour une β‐glycosidasse 
(1) : Aagaard et al., 1996; (2) : Aravalli and Garrett, 1997; (3) : Cannio et al., 2001; (4) : Bartolucci et al., 2006; (5) : Stedman 
et al., 1999; (6) : Jonuscheit et al., 2003; (7) : Albers et al., 2006; (8) : Clore and Stedman, 2006; (9) : Aucelli et al., 2006; 
(10) : Berkner et al., 2007; (11) : Deng et al., 2009. 
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Stedman et al., en 1999, ont développé un des premiers vecteurs navettes Sulfolobus‐E. coli, basé sur 
le  génome  complet  du  virus  SSV1  et  le  vecteur  pBluescript  (pKMSD48).    Le  vecteur  viral  navette 
fonctionnel se propage efficacement à travers une culture infectée de S. solfataricus. Son excision et 
une forte réplication peuvent être provoquées par irradiation UV et ainsi permettre d’obtenir à la fin 
des particules virales en titre élevé. Plus tard,  les gènes pyrEF de S. solfataricus P1 ont été ajoutés 
comme marqueurs sélectifs à cette construction donnant  le vecteur navette pSSV64  (Jonuscheit et 
al.,  2003).  L’expression  de  ces  gènes  marqueurs  permet  la  complémentation  de  destinataires 
auxotrophes à l’uracile (Tableau 10 et 11).  
Le vecteur de cette génération le plus performant est pMJO3 (Figure 31). C’est un dérivé du vecteur 
pSSV64 portant en plus le gène rapporteur lacS de S. Solfataricus P1 fusionné au promoteur de tf55 
(Jonuscheit  et  al.,  2003).  Ptf55  correspond  au  promoteur  du  gène  tf55  qui  code  pour  une 
chaperonine  de  choc  thermique  chez  S.  solfataricus  et  qui  est  induit  dans  les  conditions  de  choc 
thermique. Pour cette construction, une expression forte et inductible par la chaleur du gène lacS a 
été démontrée. Il a été utilisé pour l’étude de la régulation de l’expression du promoteur arabinose 
(Lubelska et al. 2006) et de la réplication du plasmide pRN1 (Berkner and Lipps 2007), pour effectuer 
la surexpression de la protéine ABCE1 impliquée dans l’initiation de la traduction chez S. solfataricus 
(Barthelme et al. 2007). Dans  les  transformants obtenus, ce vecteur a été retrouvé  intégré dans  le 
génome  de  S.  solfataricus  PH1‐16  au  locus  du  gène  ARNt‐Arg  (Martusewitsch  et  al.,  2000) 
exactement  comme  le  virus  sauvage  (Schleper et al., 1992).  Le  vecteur pMJ03 a été amélioré par 
Albers et al. (2006) créant une série de vecteurs d’expression qui permettent l’expression des gènes 
in  trans  chez  S.  solfataricus.  Les  souches  recombinantes  construites  surproduisent  des  protéines 
correspondantes.  Le  système  a été  validé par  la  surproduction des protéines  tagguées,  aussi bien 
cytoplasmiques que membranaires.  Les multiples modifications de  ce vecteur  sont  résumées dans 
Tableau 9.  
 
Figure 31 : Carte génétique du plasmide pMJ03. Le plasmide bactérien pUC18 et  les marqueurs de 
sélection  pyrEF  et  lacS  placé  sous  le  contrôle  du  promoteur  Ptf55α  sont  indiqués  par  les  flèches 
correspondantes (Jonuscheit et al., 2003). 
Par exemple, dans le plasmide pSVA5, le promoteur tf55 a été remplacé par le promoteur du gène 
araS de S. solfataricus qui code pour une sous‐unité du transporteur de  l’arabinose  (Elferink et al., 
2001).  Ce  promoteur  permet  une  induction  forte  en  présence  d’arabinose.  Le  promoteur  araS 
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montre une activité basale plus  faible que  le promoteur tf55 en  l’absence d’un  inducteur. L’ajout 
d’arabinose dans le milieu permet à l’activité d’augmenter environ treize fois (Albers et al., 2006).  
b. Vecteurs plasmidiques 
i. Vecteurs basés sur le plasmide conjugatif pNOB8 
Les plasmides conjugatifs codent pour des fonctions leur permettant de franchir des barrières entre 
les  deux  cellules,  donatrice  et  réceptrice.  Ces  plasmides  sont  très  bien  caractérisés  et  largement 
utilisés  dans  la  génétique  bactérienne,  le  facteur  F  d’E.  coli  en  premier  lieu  (Lawley  et  al.  2003). 
Néanmoins,  chez  les  archées,  leur  utilisation  n’a  pas  été  très  répandue.  Aussi,  je  présenterai  les 
caractéristiques des plasmides conjugatifs à travers un seul exemple, pNOB8.  
Le  plasmide  pNOB8  a  été  le  premier  plasmide  conjugatif  des  Sulfolobus,  isolé  chez  Sulfolobus 
japonicus. Chez son hôte naturel, ce plasmide se maintient dans  les cellules hôtes stablement avec 
un faible nombre de copies (~5 copies/génome). Son variant, pNOB8‐33, obtenu après le passage de 
pNOB8 dans  la souche S. solfataricus P1, a perdu  les gènes codant pour  les protéines ParA et ParB, 
homologues des protéines impliquées dans la formation du segrosome chez les plasmides dotés d’un 
système  par  de  ségrégation  (Gerdes  et  al.  2000;  Hayes  et  al.  2006)  (Figure  32).  Les  plasmides 
conjugatifs en général, et pNOB8 en particulier, encodent quarante à cinquante protéines dont dix 
sont conservées dans tous les plasmides conjugatifs d’archées (Greve et al. 2005; Erauso et al. 2006). 
Deux  de  ces  gènes  encodent  des  protéines  homologues  aux  protéines  bactériennes  TraG  et  TrbE 
impliquées dans le transport de l’ADN double brin au travers des membranes bactériennes. Chez les 
plasmides conjugatifs de Sulfolobus, ces protéines pourraient être impliquées dans la formation d’un 
pore traversant les membranes d’archées (Lipps 2006). D’autres gènes codent pour des homologues 
des  protéines  CopG,  Int  (intégrase)  et  PrlA  (ORF80,  Figure  32)  retrouvée  également  chez  les 
plasmides non conjugatifs (discutés ci‐dessous). Contrairement au virus SSV1,  le site d’attachement 
reconnu par  l’intégrase de pNOB8 est  situé hors du gène, et par  conséquent  ce dernier n’est pas 
inactivé après l’intégration du plasmide dans le génome archéen (Lipps 2006).  
Un dérivé de ce plasmide pNOB8 a été construit contenant une copie de lacS en aval d’un promoteur 
fort et a servi à transformer une souche LacS‐ de S. solfataricus (Elferink et al., 1996). 
Tout  comme  SSV1,  pNOB8  se  propage  efficacement  dans  les  cultures  par  transfert  conjugatif.  Le 
plasmide  envahit  la  totalité  des  cellules  à  partir  de  quelques  cellules  initiales  transformées  par 
électroporation. Dans  cette  situation, une  forte  efficacité de  transformation n’est pas  requise. Ce 
plasmide se maintient de façon stable dans les cellules infectées mais sa présence provoque un fort 
retard de croissance chez son hôte (Schleper et al. 1995; Grogan 1996).  
Les plasmides conjugatifs pSOG1 et pSOG2, deux autres représentants de ce groupe, ont été isolés à 
partir de la même souche S. islandicus SOG2/4 (Erauso et al. 2006). Le premier (pSOG1) présente un 
profil d’expression et de stabilité comparable à celui de pNOB8 (Figure 32) qui peut s’expliquer par 
présence dans ce plasmide des gènes parA et parB (fort nombre de copies, ne se maintient pas dans 
la  cellule).  Le plasmide pSOG2  existe  en un  faible nombre de  copies  et  affiche une  forte  stabilité 
structurale ainsi qu’une forte stabilité de maintien dans  les cellules hôtes. L’absence d’homologues 
des  gènes  parA  et  parB  sur  le  plasmide  pSOG2,  associé  à  son  faible  nombre  de  copies,  suggère 
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l’existence  d’un  autre mécanisme  de  contrôle  (Erauso  et  al.  2006). Malgré  leur  potentiel,  aucun 
vecteur construit sur la base de ces plasmides n’est encore publié.   
Pour conclure,  le phénotype qui accompagne  le processus de conjugaison (retard de croissance des 
cellules  réceptrices;  apparition  d’une  zone  claire  (plage)  autour  de  la  cellule  donatrice)  facilite 
l’identification des plasmides conjugatifs. Leur transfert dans les souches réceptrices est très efficace 
cependant  leur  utilisation  en  tant  que  vecteurs  de  clonage  se  complique  par  leur  grande  taille. 
Finalement,  avec  les progrès des  techniques de  transformation par  électroporation,  les plasmides 
non conjugatifs, décrits dans la section suivante, sont plus utilisés dans la génétique chez les archées 
que les plasmides conjugatifs.  
 
Figure 32  : Carte génétique du plasmide conjugatif pNOB8.   En  rouge  sont  indiqués  les  six gènes 
extrêmement  conservés  parmi  les  plasmides  conjugatifs.  En  violet,  sont  représentés  cinq  gènes 
conservés,  codant pour des protéines potentiellement  impliquées dans  la  réplication du plasmide. 
Les  ORFs  des  gènes  copG  et  ORF80/plrA,  aussi  retrouvés  dans  les  génomes  des  plasmides  non‐
conjugatifs, sont colorés en bleu. Les gènes n’entrant dans aucune des catégories décrites ci‐dessus 
sont colorés en vert. La large délétion provoquant la perte du plasmide pNOB8 est indiquée par une 
flèche noire (Lipps 2006).  
ii. Plasmides non conjugatifs  
Les  plasmides  non  conjugatifs  de  Sulfolobus  connus  sont  nombreux  et  largement  utilisés  pour  le 
clonage  et  l’expression.  Parmi  les  différentes  familles  de  ces  plasmides,  celle  de  pRN  est 
probablement  la mieux  étudiée  (Peng  et  al.,  2000).  Cette  famille  comprend  plusieurs  plasmides 
notamment pRN1, pRN2, pSSVx, PHEN7 et PLD10 (Keeling et al., 1996; 1998; Arnold et al., 1999). Le 
plasmide pRN1 a été  le sujet d’études  très détaillées et peut être considéré comme  le plasmide  le 
mieux étudié des archées. Ce plasmide a été isolé à partir de la souche S. islandicus REN1H1 (Zillig et 
al., 1996) portant également le plasmide pRN2. Ces plasmides sont maintenus dans la même souche 
de façon stable et se répliquent de façon indépendante ce qui indique qu’ils sont compatibles entre 
eux (Zillig et al. 1996).  
Le plasmide pRN1 a été utilisé comme point de départ pour construire des vecteurs navettes non 
conjugatifs pour  les  souches  Sulfolobus. Ce plasmide  se distingue par  sa  relativement petite  taille 
(5.4kb), son nombre de copies entre dix et vingt par cellule en phase exponentielle et les trois gènes 
(copG, plrA et repA) sont conservés chez beaucoup d’autres plasmides Sulfolobus (Figure 33).  
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En ce qui concerne  les  fonctions codées par ces  trois gènes,  la protéine CopG serait un répresseur 
impliqué dans  la régulation du nombre de copies du plasmide  (Berkner et al., 2007). PrlA est aussi 
une protéine de liaison séquence‐spécifique à l’ADN, mais sa fonction reste inconnue. Malgré la forte 
conservation  de  sa  séquence,  elle  n’est  pas  essentielle  pour  la  réplication  du  plasmide mais  son 
absence diminue la stabilité du plasmide et fragilise son maintien dans les cellules hôtes. La protéine 
PlrA  pourrait  être  impliquée  dans  la  distribution  entre  les  cellules  sœurs  des  copies  fraichement 
répliquées ou avoir un  rôle accessoire dans  la  réplication du plasmide  (Lipps 2009).  Le  gène  repA 
essentiel pour la réplication des plasmides (Lipps et al. 2003; Lipps 2004), code pour la protéine RepA 
qui a  les activités primase, polymérase et hélicase. Son activité primase est séquence‐spécifique et 
les primers ne sont efficacement synthétisés qu’en présence du motif GTG. Cette protéine  initie  la 
réplication  du  plasmide  en  ouvrant  la  matrice  double  brin  sur  l’origine  de  réplication  et  en 
synthétisant  les  premiers  primers  dans  la  bulle  de  réplication  (Lipps  2009).  Cependant,  ni  le 
mécanisme de réplication, ni l’origine de réplication ne sont connus pour pRN1.  
 
Figure  33  :  Carte  génétique  du  plasmide  pRN1.    Les  flèches  noires  indiquent  les  trois  ORFs 
ubiquitaires de la famille des plasmides pRN. Les flèches grises indiquent les trois ORFs spécifiques à 
pRN1 (Lipps 2006).  
Le plasmide pSSVx appartient également à la famille des pRN. Il a été co‐découvert avec le virus SSV2 
chez S. islandicus REY15A et il présente un phénotype unique. Ce plasmide ne peut se diffuser dans la 
culture sans la coinfection avec les fusellovirus helper SSV1 ou SSV2 (Arnold et al. 1999; Stedman et 
al.  2003).  Un  vecteur  navette  construit  à  partir  de  cet  élément  génétique  a  donc  les  mêmes 
avantages au niveau de la sélection des transformants que celui basé sur le virus SSV1.  
Les  vecteurs navettes  construits  sur  la base des plasmides  cryptiques pRN1  (Berkner  et al. 2007), 
pRN2 (Deng et al. 2009) ou pSSVx/SSV2 (Aucelli et al., 2006) présentent plusieurs avantages absents 
des vecteurs basés sur les plasmides conjugatifs et les fusellovirus. Ces vecteurs sont non‐intégratifs 
(par opposition aux vecteurs basés sur  les  fusellovirus) et ne modifient pas  la vitesse de croissance 
des cellules hôtes (par opposition aux vecteurs basés sur les plasmides conjugatifs).  
Voici quelques exemples des vecteurs construits à partir des plasmides décrits.  
Les vecteurs pC (dérivé du plasmide pRN1) possèdent le gène fonctionnel lacS. En plus de son rôle de 
marqueur de sélection,  le gène  lacS a été utilisé dans ce vecteur comme rapporteur pour  isoler des 
promoteurs inductibles chez S. acidocaldarius. Le promoteur du gène mbp/mal ou saci_1165 (codant 
pour une protéine  liant  le maltose et  le maltotriose)  s’est avéré être  fortement  inductible par des 
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polymères du glucose (maltose, dextrine) (Berkner et al. 2010). C’est l’un des premiers exemples de 
plasmide  d’expression  chez  les  crénarchées  où  un  promoteur  fort  inductible  utilisé  pour  la 
surexpression de gènes dans  le but de surproduire  la protéine codée.  Il a permis, entre autres, de 
dévoiler le rôle de la protéine P98 dans la formation des structures pyramidales lors de l’infection du 
virus SIRV2 (Quax et al., 2011). 
Les plasmides d’expression pHZ2 et pHZ2lacS construits sur la base du replicon pRN2 de Sulfolobus et 
du plasmide E. coli pGEM3Z (Tableau 11, Figure 34) assurent une expression stable des gènes clonés 
sur ces vecteurs chez S. islandicus E233S. Le plasmide pHZ2 est construit en clonant la cassette pyrEF 
de S. solfataricus P2 et  le réplicon de pRN2 dans  le plasmide E. coli pGEM3Z. Le plasmide pHZ2lacS 
porte également  le gène rapporteur  lacS  issu de S. solfataricus P2 (Peng et al. 2009). Le promoteur 
constitutif sac7d, de S. acidocaldarius, est employé pour  la surexpression du marqueur de sélection 
hmg  (Berkner  et  al.,  2010)  permettant  la  résistance  à  l’antibiotique  simvastatine  (voir  la  section 
« Simvastatine »)  (Blaseio et al. 1990; Lam et al. 1992; Matsumi et al. 2007; Waege et al. 2010). Le 
remplacement  de  la  casette  pyrEF  dans  le  plasmide  pHZ2  par  la  cassette  hmg  issu  de  Sulfolobus 
tokodaii sous contrôle de sac7d a donné une nouvelle série de plasmides, les plasmides navette pSSR 
(Zheng et al., 2012). Enfin,  la présence du promoteur araS, déjà utilisé dans  les vecteurs navettes 
chez S. solfataricus (Jonuscheit et al. 2003; Albers et al. 2006) permet l’expression inductible du gène 
cloné en aval (Zheng et al., 2012). L’équipe de Q. She a complémenté un mutant ΔherA en exprimant 
le gène herA  (qui code pour une hélicase) sous contrôle du promoteur araS à  l’aide de ce  type de 
plasmide (Zheng et al., 2012). 
 
Figure 34 : Cartes génomiques de plasmides dérivés du plasmide pHZ1 de Sulfolobus. Les dérivés du 
plasmide pHZ1 (vecteur bactérien porteur de l’opéron pyrEF) s’utilisent pour obtenir des mutants KO 
(partie  haute,  plasmides  pKL1  et  pKL2)  ou  comme  vecteurs  d’expression  (partie  basse,  pHZ2  et 
pHZ2lacS). Le réplicon permettant  leur réplication chez  les archées est celui pRN2. D’après Deng et 
al. 2009. 
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D’autres vecteurs navettes ont été basés sur l’hybride virus‐plasmide pSSVx et  le virus SSV2 (Arnold 
et al., 1999).  Le plasmide pMSSV est un  vecteur de petite  taille  construit  à partir de  la  fusion de 
pSSVx avec une partie du vecteur E. coli pUC18 (Aucelli et al., 2006) (Tableau 11). Aucun marqueur 
sélectif n’est nécessaire pour une réplication stable chez Sulfolobus. Il se réplique et se propage sans 
réarrangement, recombinaison ou intégration dans le chromosome de l’hôte (Aucelli et al., 2006). Il a 
néanmoins été montré que l’addition dans le vecteur pMSSV de la cassette du gène lacS du plasmide 
pMJ03 (Tableau 11 et paragraphe sur SSV1) était suffisant pour complémenter le mutant délété pour 
lacS S. solfataricus GθW (plasmide pMSSVlacS) (Aucelli et al., 2006). Dans cette cassette, le gène lacS 
de S. solfataricus est sous le contrôle du promoteur tf55 .  
Il est à noter que  les plasmides apparentés à  la  famille des pRN ont été  retrouvés  sous  forme de 
séquences intégrées dans les génomes de S. solfataricus et S. tokodaii (She, Peng, et al. 2001; She et 
al.  2002;  She  et  al.  2004).  Leur  intégration  est  probablement  due  à  l’activité  d’intégrases  site‐
spécifiques. 
Les  plasmides  de  la  famille  pRN  servent  à  présent  à  large  échelle  pour  construire  des  vecteurs 
navettes  E.  coli‐Sulfolobus  et  présentent  de  nombreux  avantages,  comme  leur  petite  taille,  leur 
nombre élevé de copies et la gamme de leurs hôtes. 
4. etConstruction de mutants KO chez les Sulfolobus 
Pour  déterminer  la  fonction  codée  par  un  gène,  la  création  d’un mutant  KO  et  l’analyse  de  son 
phénotype  est  une  voie  d’analyse  classique.  Chez  les  Sulfolobus,  les  mutants  KO  peuvent  être 
obtenus à  l’aide de  la recombinaison homologue entre  l’allèle sauvage du gène chromosomique et  
l’allèle  mutant  construit  sur  mesure  et  amplifié,  après  transformation  d’un  vecteur  « suicide » 
incapable de se répliquer chez  les archées. En général, ce vecteur contient des régions homologues 
correspondant  aux  séquences  en  aval  et  en  amont  du  gène  cible  permettant  d’obtenir  la 
recombinaison homologue dans une région choisie du chromosome de l’archée.  
Les différentes  techniques de knock‐out  seront données pour  les  trois espèces modèles Sulfolobus 
mais surtout détaillées pour l’espèce S. islandicus. 
a. Génétique de Sulfolobus solfataricus et Sulfolobus acidocaldarius : construction de 
mutants KO  
Pour  les Sulfolobus,  le premier système de disruption des gènes a été développé par P. Blum et ses 
collègues  pour  clarifier  le  rôle  du  gène  de  l’‐amylase  (amyA)  (Worthington  et  al.,  2003).  Leur 
système  utilisait  une  sélection  Lac+  et  un mutant  avec  un  fond  génétique  lacS::ISC1217  comme 
souche réceptrice (S. solfataricus PBL2002 dérivé de S. solfataricus 98/2, Worthington et al., 2003). 
L’allèle permettant de muter la souche amyA+ a d’abord été construit in vitro. Il s’agit d’un fragment 
d’ADN portant le gène lacS+ de S. solfataricus P2 sous contrôle de son promoteur natif et entouré en 
aval et en amont de deux séquences de 700‐800pb (Worthington et al., 2003). Dans le chromosome 
de S. solfataricus, ces séquences se trouvent également en aval et en amont du gène cible, amyA. Le 
fragment d’ADN ainsi construit est intégré dans le vecteur pNEB193 et amplifié chez E. coli. La souche 
réceptrice  S.  solfataricus  lacS‐  est  transformée  par  ce  plasmide  sous  forme  circulaire. Par  un 
évènement de double crossing‐over, le gène lacS est intégré dans le chromosome hôte remplaçant le 
gène ou la région à enlever en restaurant le phénotype lacS+. La region est déterminée par le choix 
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des  séquences de 700‐800 pb placées en aval et en amont de  lacS+. Après  l’électroporation et  la 
régénération, la sélection est d’abord réalisée dans un milieu minimum lactose liquide où seules les 
cellules  lacS+ peuvent pousser. Ensuite,  les cellules sont étalées sur des boites contenant  le même 
milieu  afin  d’isoler  des  colonies mutants  amyA::lacS  (Worthington  et  al.,  2003)  (Figure  35).  Ces 
expériences ont mis en évidence que le gène amyA était essentiel pour la croissance sur glycogène, 
amidon et pullulane (polymères de glucose) comme seule source de carbone et d’énergie. 
 
Figure 35 : Schéma de  la stratégie de délétion pour  le gène amyA chez S. solfataricus. La souche 
PBL2002 utilisée est  lacS::ISC1217. L’événement de double crossing‐over entre  le plasmide pAmyA2 
et  le gène amyA conduisant à  la délétion du gène amyA est représenté par deux croix. La sélection 
des recombinants LacS+ a lieu sur un milieu minimum lactose. 
Plus  tard, cette souche hôte a été  remplacée par un mutant spontané délété pour  le gène  lacS  (S. 
solfataricus PBL2025) utilisé comme  souche  réceptrice. Ce mutant porte une délétion de 58kb qui 
s’étale des ORFs SSO3004 à SSO3050. La  souche PBL2025 a été utile pour  la création de plusieurs 
mutants  KO  chez  S.  solfataricus  notamment  pour  les    gènes  merR  et  merA  impliqués  dans  la 
résistance au mercure (Schelert et al., 2004). Les disruptions de gène (marked gene disruption) chez 
S.  solfataricus PBL2025 ont été d’abord obtenues en utilisant des plasmides  circulaires et par une 
approche visant un seul évènement de crossing‐over. Le marqueur de sélection utilisé était  le gène 
lacS+  de  S.  solfataricus  P2.  Pour  l’intégration  d’ADN  étranger  dans  le  chromosome,  un  plasmide 
circulaire portant  les  régions  flanquantes  (en amont et en aval) du gène cible et  le marqueur  lacS 
sous le contrôle de son propre promoteur est transformé dans S. solfataricus PBL2025. L’intégration 
du plasmide ADN via un unique crossing‐over conduit à une  intégration en tandem  (Wagner et al., 
2009).  Les  colonies  positives  sont  d’abord  sélectionnées  sur  un milieu minimum  lactose  et  après 
étalement, les colonies bleues (lacS+) sont ensuite analysées (Figure 36). Wagner et al. ont optimisé 
ce  protocole  et  des  résultats  plus  stables  ont  été  obtenus  par  la  suite  en  utilisant  des  plasmides 
linéarisés ou des produits de PCR (Wagner et al., 2009) (portant les régions flanquantes en amont et 
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en aval du gène cible et la cassette lacS). Dans ce cas, les recombinants apparaissent à la suite d’un 
événement de double crossing‐over (Wagner et al., 2009).  
Grâce à cette approche, des mutants délétés pour  les gènes codant pour  l’‐amylase (Worthington 
et al., 2003), pour des protéines membranaires (Kouril et al., 2013), pour une protéine structurale de 
l’ATPase  (Kouril et al., 2013), pour une protéine pseudo‐piline  (Kouril et al., 2013) ont été obtenus 
avec  succès chez S.  solfataricus et  sélectionnés dans un milieu contenant du  lactose comme  seule 
source de carbone et d’énergie (Albers and Driessen 2007; Zolgahdr et al., 2007). 
Cependant, de nombreux  rounds de  sélection  sur milieu  solide  lactose minimum  sont nécessaires 
pour  obtenir  les mutants  recherchés.  La  technique  produit  des  faux  positifs  avec  une  assez  forte 
fréquence ce qui constitue une des principaux limites de ce système (Zolgahdr et al., 2007; Albers et 
al. 2007).  
 
Figure  36 : Recombinaison du plasmide ADN  via un unique  événement de  crossing‐over  avec  le 
chromosome de  S.  solfataricus PBL2025.  Le marqueur de  sélection utilisé est  le gène  lacS+ de  S. 
solfataricus  P2.  Pour  l’intégration  d’ADN  étranger  dans  le  chromosome,  un  plasmide  circulaire 
portant  les  régions  flanquantes  (en  amont  et  en  aval)  du  gène  cible  et  le marqueur  lacS  sous  le 
contrôle  de  son  propre  promoteur  est  transformé  dans  S.  solfataricus  PBL2025  qui  est  ΔlacS. 
L’intégration du plasmide ADN via un unique crossing‐over conduit à une  intégration en tandem. Le 
deuxième évènement de recombinaison génèrent deux types de recombinants : (A) un recombinant 
sauvage, s’il a lieu entre les séquences homologues UP (B) un recombinant délété pour le gène cible, 
s’il a lieu entre les séquences homologues DOWN. Les mutants délétés sont d’abord sélectionnés sur 
un milieu minimum  lactose et après étalement,  les colonies bleues  (lacS+)  sont ensuite analysées. 
Adapté de Wagner et al. 2009.   
Chez S. acidocaldarius, après  les premières expériences démontrant  la  faisabilité de  l’approche de 
mutagenèse  par  la  recombinaison  homologue  (Grogan  et  al.,  2001),  un  système  génétique 
réellement  efficace  n’a  été  établi  que  huit  ans  plus  tard  (Wagner  et  al.,  2009).  Il  est  fondé  sur 
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l’utilisation d’un mutant Ura‐ qui  contient une délétion de 18pb dans  l’opéron pyrEF.  Le plasmide 
pΔ2pyrEF utilisé pour réaliser  les KO est un vecteur de suicide composé de  la séquence du vecteur 
pBluescript  d’E.  coli  et  de  la  cassette  pyrEF+  cloné  dans  ce  vecteur.  Le mutant Ura‐  n’est  pas  un 
mutant de délétion complet de la séquence pyrEF. Pour éviter la recombinaison non désirée de deux 
copies  de  pyrEF,  les  auteurs  de  ce  travail  utilisent  astucieusement  la  séquence  pyrEF+  de    S. 
solfataricus dont la séquence diffère assez significativement de pyrEF de S. acidocaldarius (Wagner et 
al., 2009). 
Ce  vecteur  a  été utilisé pour  construire des mutants délétés par  simple  et double  événement de 
crossing‐over (Figure 37) (Wagner et al., 2009). Après la transformation, les cellules sont directement 
sélectionnées sur un milieu solide sans uracile ou après deux ou trois rounds dans un milieu liquide. 
De  cette manière,  deux mutants  ont  été  construits :  un mutant  auxotrophe  pour  le  tryptophane 
ΔtrpA et un mutant ΔSaci_1494 (Wagner et al., 2009). Pour enlever le gène cible du chromosome, le 
plasmide doit être retiré par un second événement de recombinaison, conduisant soit au génotype 
sauvage,  soit  au  génotype de délétion. Ce processus n’apparaît pas  spontanément mais doit  être 
provoqué par  la contre‐sélection en présence de 5‐FOA. Le gène Saci_1494  fait partie d’un opéron 
qui code pour des protéines de pili qui après induction par les UV sont responsables de l’agrégation 
des cellules (Ajon et al., 2011).  Il a été confirmé que  les mutants ΔSaci_1494 ne pouvaient en effet 
plus agréger après traitement aux UV.  
 
Figure  37 :  Schéma  de  construction  d’un mutant  de  délétion  chez  S.  acidocaldarius  utilisant  le 
plasmide  pΔ2pyrEF.  Après  intégration  dans  le  chromosome  par  un  unique  crossing‐over,  une 
seconde  recombinaison conduit  soit au génotype wild‐type  (A)  soit au génotype de délétion voulu 
(B).  La  cassette  pyrEF  est  issue  de  S.  solfataricus.  La  souche  réceptrice  utilisée  est  la  souche 
Sulfolobus acidocaldarius MR31 pyrEF‐. La sélection des cellules pyrEF+ se fait sur un milieu minimum 
sans uracile et la contre‐sélection des cellules pyrEF‐ se fait en présence de 5‐FOA. Adapté de Wagner 
et al. 2009. 
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La  souche  utilisée,  S.  acidocaldarius  MR31,  auxotrophe  pour  l’uracile  a  été  obtenue  après 
mutagénèse  sous  UV  (Grogan,  1991).  Donc,  il  est  possible  que  ces mutants  Ura‐  aient  un  fond 
génétique complexe et qu’ils portent des mutations supplémentaires. C’est pour cette raison qu’un 
nouveau mutant de délétion pour le gène pyrE a été construit chez S. acidocaldarius (Wagner et al., 
2012). Il s’agit du mutant MW001 qui contient une délétion de 322pb dans le gène pyrE. A partir de 
cette  souche,  trois  méthodes  de  KO  ont  été  développées.  La  première  repose  sur  un  schéma 
classique  de  pop‐in/pop‐out  (Figure  38A)  utilisant  un  simple  événement  de  recombinaison.  La 
deuxième est améliorée par  l’ajout du gène  lacS dans  la cassette pyrEF qui permet de sélectionner 
visuellement (coloration blanc/bleu) les colonies qui ont inséré la cassette des marqueurs génétiques 
(Figure 38B). Enfin,  la dernière donne des mutants par un double événement de  crossing‐over en 
utilisant une  cassette  linéaire  (Figure 38C) et empêche de  retrouver un génotype  sauvage avec  la 
contre‐sélection avec du 5‐FOA  (Wagner et al., 2012). Les techniques très similaires ont également 
été développées pour le modèle génétique S. islandicus. Pour éviter les redits, ces techniques seront 
décrites plus en détails dans la section dédiée à la génétique de  S. islandicus. 
 
Figure 38 : Description de trois différentes méthodes pour obtenir des mutants de délétions chez S. 
acidocaldarius. (A) le plasmide pSVA406 s’intègre via un événement unique de crossing‐over dans le 
génome et par ajout de 5‐FOA,  le  second événement unique de  crossing‐over qui mène  soit à un 
génotype sauvage, soit au génotype mutant souhaité peut être sélectionné; (B) en utilisant pSVA407 
les  mutants  de  délétions  peuvent  être  obtenus  via  la  même  méthode  que  celle  employée  par 
pSVA406,  seulement pSVA407  contient  le  gène  lacS dans  la  cassette de  sélection qui permet une 
identification  facile  des  transformants  au  premier  niveau  de  sélection;  (C)  pSVA431  permet  une 
insertion par double crossing‐over via  la séquence du gène et  la région en aval du gène cible. Donc 
les  colonies  positives  doivent  se  colorer  en  bleu.  Sous  la  sélection  avec  du  5‐FOA,  la  cassette  de 
sélection va être excisée et les mutants positifs de délétion doivent rester blancs. Goi désigne le gène 
cible  (gene of  interest), ura désigne  la cassette pyrEF  issue de S. solfataricus et amp,  la cassette de 
résistance à l’ampicilline pour la sélection chez E. coli. Adapté de Wagner et al. 2012. 
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Les mutants délétés construits grâce à ces systèmes ont permis l’étude de gènes qui codent pour des 
protéines impliquées dans l’assemblage du pili (Ajon et al., 2011; Henche et al., 2012), ou du flagelle 
chez S. acidocaldarius (Lassak et al., 2012) ou encore du gène alg3 qui code pour une sulfoquinovose 
synthétase (Meyer et al., 2011). 
Le problème majeur du modèle  S. acidocaldarius  est  la présence de  l’endonucléase de  restriction 
SuaI  dans  cette  espèce.  En  conséquence,  la  préparation  de  tous  les  ADNs  inclut  un  passage 
obligatoire dans une souche spécifique d’E. coli exprimant l’enzyme de méthylation correspondante.   
b. Génétique de Sulfolobus islandicus : construction de mutants KO  
Concernant  un  autre  modèle  génétique  chez  Sulfolobus,  S.  islandicus,  l’équipe  de  Q.  She  à 
Copenhague  a  développé  au  cours  de  ces  dernières  années  plusieurs  approches  très  efficaces 
permettant  la création des mutants KO pour cette espèce. L’originalité de  leur approche est  liée à 
l’utilisation d’ADN  linearisé  ce qui exige  (au minimum) deux évènements de  crossing‐over dans  la 
cellule  transformée.  La  liste  des mutants  obtenus  chez  S.  islandicus  E233S  est  présentée  dans  le 
Tableau  12  et  détaillée  ci‐après.  La  section  ci‐dessous  détaille  les  différentes modifications  de  la 
technique de construction de ces mutants KO.  
Trois méthodes  de  knock‐out  conventionnelles  ont  été  établies  pour  S.  islandicus,  incluant :  (i)  la 
méthode AR (allelic replacement) d’un gène cible avec les gènes marqueurs pyrEF, (ii) les méthodes 
PIS (plasmid integration and segregation), aussi appelée pop‐in/pop‐out et MRL (marker replacement 
and looping out). Ces deux dernières approches produisent des mutants avec une délétion des gènes 
cibles. Leur avantage est la perte au cours de la sélection du marqueur génétique qui a servi pour la 
sélection des  transformants primaires. C’est un atout  considérable  car  il permet de « recycler »  le 
même marqueur plusieurs fois et de construire des souches portant de multiples KO par des cycles 
successifs  de mutagénèses  ciblées.  En  appliquant  ces méthodes,  des mutants  knock‐out  de  plus 
d’une dizaine de gènes ont été construits. Dans plusieurs des cas,  la construction des mutants KO a 
échoué. Malheureusement, les approches PIS et MRL ne permettent pas de distinguer si l’échec est 
lié au  fait que  le gène  cible est un gène essentiel ou  il  s’agit d’un  simple problème  technique. En 
génétique,  les  résultats négatifs  sont  toujours difficiles à  interpréter ! Le cas des gènes pcna, pour 
lesquels  la construction de mutants knock‐out par  les approches PIS et MRL a échoué, peut  servir 
d’exemple  (Zhang et al., 2010). Une nouvelle méthode de knock‐out a alors été développé :  (iii)  la 
méthode  MID  (marker  insertion  and  target  gene  deletion),  qui  est  une  version  améliorée  des 
méthodes PIS et MRL. Cette méthode a permis de démontrer  le caractère essentiel des gènes pcna 
(Zhang et al., 2010). 
i. Remplacement Allélique (AR) 
La méthode  de  remplacement  allélique  consiste  à  remplacer  tout  ou  partie  d’un  gène  ou  d’une 
région cible par une cassette contenant  les gènes pyrEF et/ou  lacS  (Figure 39 et 40, module  I). Au 
cours de mon travail doctoral, nous avons appliqué cette approche pour construire un mutant ΔpyrEF 
(voir  la partie Résultats).  Zhang, Dalgaard  et al. ont également utilisé  avec  succès  cette  approche 
pour inactiver les quatre gènes impliqués dans un mécanisme de réparation de l’ADN par BER (Base 
excision Repair) (Zhang et al., 2013). Seul un de ces gènes (udg2) a pu être enlevé par l’approche AR 
(Tableau  12).  Les  autres  sont  probablement  des  gènes  essentiels  ou  l’approche  n’a  pas  été 
suffisamment efficace pour permettre l’obtention des mutants recherchés.  
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Figure 39 : Mécanisme de recombinaison mis en œuvre par l'approche de remplacement allélique. 
Les  régions  L et R  recombinent  indépendamment pour  intégrer  la  cassette à  la place de  la  région 
ciblée. Adapté de Zhang et al. 2013.  
Le principal défaut de cette approche réside dans l’impossibilité d’enlever les marqueurs de sélection 
une  fois substitués au gène cible. Compte  tenu du  faible choix de marqueurs de sélection chez  les 
archées,  ceci  empêche  la  construction  de  mutants  doubles  ou  multiples  et  les  expériences  de 
complémentation  pour  confirmer  le  rôle  du  gène  inactivé  dans  les  phénotypes  observés  chez  le 
mutant  KO.  L’introduction  récente  dans  la  génétique  des  archées  d’un  nouveau  marqueur  de 
sélection, le gène hmg (présenté dans la partie I.5.1.c, Zhang and Whitaker 2012; Zheng et al. 2012), 
donne   désormais  la possibilité de construire des doubles mutants sans nécessairement être obligé 
d’enlever le premier marqueur .  
 
Figure 40 : Modules de recombinaison de chaque plasmide knock‐out. Trois séries de plasmides ont  
été  construits.  Les  plasmides  pAR  et  pMRL  contiennent  les  module  de  recombinaison  I  et  II, 
respectivement. Les plasmides pMID contiennent soit le module de recombinaison IIIa ou IIIb, ce qui 
conduit    l’insertion de  la cassette marqueurs en amont ou en aval du gène cible. Les rectangles de 
même couleur montre des séquences homologues : le gène cible est jaune, alors que les séquences 
en amont et en aval sont en vert et bleu, respectivement (adapté de Zhang et al., 2010). 
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ii. Remplacement du marqueur et recircularisation (MRL) et intégration du 
plasmide et ségrégation (PIS) 
Il  faut  savoir  que  de  nombreux  gènes  sont  présents  en multiples  copies  dans  les  génomes  des 
Sulfolobus. Par exemple,  il y a quatre gènes udg (codent pour une uracile‐ADN‐glycolase) dans tous 
les génomes de Sulfolobus séquencés (Dionne et al., 2005). Donc, pour étudier le rôle de ce type de 
paralogues, il est indispensable de pouvoir créer des mutants multiples. A présent, le seul moyen de 
le  faire chez  les Sulfolobus est de  réutiliser  le même marqueur et de conduire plusieurs  rounds de 
délétions.  
Ainsi, pour réutiliser le marqueur génétique pyrEF chez S. islandicus, ce marqueur doit être enlevé du 
chromosome  mutant  à  la  fin  des  manipulations  génétiques.  Ce  protocole  est  aussi  appelé 
« markerless gene knockout ». 
Deux méthodes « markerless gene knockout » ont été développées :  les approches MRL et PIS. Ces 
approches  permettent  de  restaurer  le  génotype  pyrEF‐  et  ainsi  ouvrent  la  voie  pour  recycler  le 
marqueur  ce que ne permet pas  l’approche AR. Ces  approches ont démontré  leur potentiel dans 
plusieurs  études,  notamment  pour  l’inactivation  du  gène  non‐essentiel  phrB  et  l’étude  de 
l’essentialité du gène  topR1  (Liu et al., 2009). Ces gènes codent  respectivement pour une protéine 
impliquée  la réparation de  l’ADN suite à une exposition aux UV (PhrB) (Zhang et al., non publié) et 
une réverse gyrase (TopR1) (Liu et al., 2009; Garnier et al., 2008) (Tableau 12).	
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Tableau 12 : Approches knock‐out pour l’étude des gènes de S. islandicus REY15A impliqués dans la 
réparation  et  la  réplication  de  l’ADN.   AR  :  Remplacement  allélique  (Allelic  Replacement); MID  : 
Insertion  de  marqueur  et  délétion  du  gène  cible  (Marker  Insertion  and  unmarked  target  gene 
Deletion); MRL  : Remplacement du marqueur et  recircularisation  (maker  replacement and  looping 
out); PIS : Recombinaison Pop‐in/Pop‐Out (plasmid integration and segregation). Adapté de (Zhang et 
al. 2013.    
Gène ID  Protéine  Méthode 
de KO  Phénotype  Sources 
SiRe_1280  XPF  MID  Réplication de l’ADN altérée, 
redémarrage des fourches de réplication 
(Zhang et al. 2010; 2013)
SiRe_1685  XPD  MID  Non essentielle, 
pas de phénotype apparent 
C. Zhang, non publié
SiRe_1128  XPB1  MID  Non essentielle, 
pas de phénotype apparent 
(Peng et al. 2012)
SiRe_1526  XPB2  MID  Non essentielle,
 pas de phénotype apparent 
(Peng et al. 2012)
SiRe_1524  Bax1  MID  Non essentielle, 
pas de phénotype apparent 
C. Zhang, non publié
SiRe_0261  PhrB  PIS  Non essentielle, 
pas de phénotype apparent 
C. Zhang, non publié
SiRe_0235  Dpo4  AR  Croissance normale, 
faible taux de mutation spontanée 
S. Gökce, non publié
SiRe_1747  RadA  MID  Essentielle (Zhang et al., 2013)
SiRe_1224  RadC  MID  Non essentielle, 
pas de phénotype apparent 
B. Tian, non publié
SiRe_2356  UDG1  AR  Sans‐succès K. Dalgaard, non publié
SiRe_0084  UDG2  AR  Faible vitesse de croissance en phase 
exponentielle précoce 
K. Dalgaard, non publié
SiRe_0278  UDG3  AR  Sans‐succès K. Dalgaard, non publié
SiRe_1884  UDG4  AR/MID  Sans succès avec AR; 
Retard de croissance observé avec MID 
K. Dalgaard, non publié
SiRe_1830  XPG/Fen1  MID  Essentielle (Zhang et al., 2013)
SiRe_0061  NurA  MID  Essentielle (Zhang et al., 2013)
SiRe_0062  Rad50  MID  Essentielle (Zhang et al., 2013)
SiRe_0063  Mre11  MID  Essentielle (Zhang et al., 2013)
SiRe_0064  HerA  MID  Essentielle (Zheng et al. 2012)
SiRe_0250  Hjm  MID  Essentielle (Hong et al. 2012)
SiRe_1431  Hjc  MID  Non essentielle (Hong et al. 2012)
SiRe_1124  TopR1  AR/MRL  Essentielle (Liu et al. 2009)
SiRe_1581  TopR2  MID  Essentielle X. Ao, non publié
SiRe_1176  TopIII 
(TopA) 
AR  Trouble de croissance (Li et al. 2011)
SiRe_1048 
SiRe_1594 
SiRe_1048 
 
Pcna 
 
MID  Essentielle 
 
Zhang et al., 2010 
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L’approche  MRL  est  une  évolution  de  l’approche  AR.  Comme  dans  cette  dernière,  le  plasmide 
linéarisé  (ici  illustrée  avec  le  vecteur  pKL2,  Figure  40, module  II  et  Figure  41A)  s’intègre  dans  le 
génome par un double évènement de recombinaison remplaçant  le gène cible par un marqueur de 
sélection (Figure 41A). L’ajout d’une seconde copie de  la région Up (ou Down, comme  le montre  la 
figure  40,  module  II)  permet,  en  recombinant  avec  la  première  région  Up   (ou  Down)  via  une 
structure  appelée  looping‐out,  la délétion du marqueur pyrEF+. Cet évènement de  recombinaison 
restaure le phénotype PyrEF‐, ouvrant la possibilité de réutiliser le même marqueur génétique pour 
obtenir,  par  la  même  approche,  d’autres  mutations  ou  pour  introduire  un  plasmide  portant  le 
marqueur pyrEF+. L’absence de transformant ne permet pas de conclure sur le caractère essentiel du 
gène et peut toujours être expliquée par des problèmes d’efficacité de transformation. Ce problème 
a pu être contourné avec  le développement de  l’approche PIS qui permet, en  séparant  l’étape de 
transformation  de  l’étape  de  recombinaison  et  expression  du  phénotype  KO,  de  confirmer  le 
caractère essentiel du gène. 
Dans  l’approche  PIS  illustrée  sur  l’exemple  du  plasmide  pKL1  (Figure  41),  ce  plasmide  en  forme 
circulaire  s’intègre  dans  le  chromosome  d’une  souche  lacS+  pyrEF‐  par  une  première  étape  de 
recombinaison DownxDown (Figure 41B). L’approche est expliquée  ici sur  l’exemple d’obtention du 
mutant  propre ΔlacS  (Deng  et  al.,  2009). Après  la  première  recombinaison,  et  contrairement  aux 
approches AR et MRL, le gène ciblé (lacS dans la Figure 41B) est conservé intact sur le chromosome. 
La  présence  du  deuxième marqueur,  pyrEF+,  facilite  grandement  la  sélection  des  transformants. 
Aucun gène n’est inactivé à ce stade. Que le gène cible soit essentiel ou non, les recombinants Ura+ 
seront  capables  de  croître  sur  un milieu minimum.  Ils  seront  sélectionnés  pour  être  utilisés  dans 
l’étape de sélection suivante. Ces recombinants sont par  la suite mis en contact avec  le 5‐FOA dans 
un  milieu  contenant  de  l’uracile.  En  présence  de  5‐FOA,  les  produits  des  deux  évènements  de 
recombinaison sont sélectionnés, l’un correspondant à la recombinaison UpxUp qui génère le mutant 
KO, l’autre correspondant à la recombinaison DownxDown qui restaure le phénotype WT. En théorie, 
ces deux évènements de recombinaison se produisent avec une même fréquence si les régions Up et 
Down sont de taille similaire. Dans le cas d’un gène essentiel, les seules cellules qui pourront croître 
en présence de 5‐FOA seront les cellules pyrEF‐ qui portent un allèle fonctionnel de ce gène (sauvage 
et  muté)  car  elles  n’ont  subi  aucun  de  ces  deux  événements  de  recombinaison.  Les  mutants 
spontanés  pyrEF‐,  sont  suffisamment  fréquents  pour  être  observés  en  assez  grand  nombre.  A 
l’inverse, dans le cas d’un gène non essentiel, les deux types de descendants sont viables. Cependant, 
cette méthode  présente  un  certain  nombre  de  limitations.  Tout  d’abord,  en  l’absence  de  gène 
rapporteur, la différenciation entre ces deux cas de figure nécessite l’analyse moléculaire individuelle 
pour plusieurs dizaines voir plus de colonies candidates avant que le mutant désiré ne soit  identifié. 
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Figure  41  :  Construction  de mutants  de  délétion  lacS  par  l’approche MRL  (A)  et  PIS  (B).  (A)  En 
utilisant  le plasmide  linéarisé pKL2.  lacS est  remplacé par pyrEF au niveau du chromosome par un 
évènement de recombinaison « double crossing‐over » aux séquences Up et Down. Le marqueur est 
enlevé par une boucle au niveau de la région Up. (B) En utilisant le plasmide pKL1. Il y a intégration 
au niveau de  la région Down. Les diploïdes  lacS partiels se séparent soit au niveau de  la région Up, 
soit au niveau de la région Down, en donnant le mutant knock‐out ou l’hôte original, respectivement 
(Deng et al. 2009). 
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iii. Insertion de marqueur et délétion du gène cible (MID) 
Aucune des méthodes présentées ci‐dessus, ne convient parfaitement pour  l’étude de  l’essentialité 
d’un  gène.  Une  nouvelle  approche,  appelée MID  proposée  récemment  est  certainement  la  plus 
adaptée pour étudier ce type de thématique.    
L’approche MID,  qui  est  décrite  dans  cette  section,  permet,  comme  l’approche  PIS,  de  dissocier 
l’étape de transformation de l’étape de sélection des mutants délétés. Le principe de cette stratégie 
expérimentale  est  résumé dans  la  figure  42  et  permet  de  statuer plus  facilement  sur  la  question 
d’essentialité d’un  gène.  
Le plasmide  linéarisé pMID  (Figure 40, modules  IIIa et b) utilisé dans cette approche contient  trois 
séquences chromosomiques d’environ 1kb : les régions IN (située en amont de la région cible) et OUT 
(située en aval de la région) mais aussi la région TARGET (correspondant à la fin ou au début du gène 
cible) (Figure  42).  
Comme  pour  l’approche  PIS,  lors  du  premier  évènement  de  recombinaison,  les  marqueurs 
génétiques pyrEF+ et lacS+ sont intégrés à proximité du gène cible, sans perturber ni sa séquence, ni 
son expression. Les transformants pyrEF+ sont sélectionnés sur un milieu minimum et leur obtention 
dépend principalement de l’efficacité de transformation et de recombinaison. Ensuite, un deuxième 
évènement de recombinaison entre  les séquences OUT  (quand TARGET correspond au début de  la 
région  cible)  ou  IN  (quand  TARGET  correspond  à  la  fin  de  la  région  cible)  provoque  l’excision  du 
génome de la région cible et des marqueurs génétiques pyrEF+ et lacS+. La sélection des mutants est 
réalisée  dans  un milieu  riche  en  présence  d’uracile  et  de  5‐FOA.  La majorité  ses  colonies  pyrEF‐ 
apparues  sont  des  produits  de  recombinaisons  qui  enlèvent  le  locus  pyrEF+  (les  autres  sont  des 
mutants  spontanés)  Dans  le  cas  d’un  gène  ou  d’une  région  essentiels,  cette  dernière  étape  ne 
permet  pas  d’obtenir  de  recombinants  viables,  et  les  seules  cellules  sélectionnées  seront  les 
recombinants  initiaux  qui  accumulent  des mutations  ponctuelles  inactivant  les  gènes  pyrEF+.  Ces 
mutants survivent  en présence de 5‐FOA, mais leur gène lacS+ restera intact. En présence de X‐Gal, 
ces colonies  seront  toutes bleues. Dans  le cas où  le gène cible n’est pas essentiel, un mélange de 
colonies bleues et blanches  est observé sur les boites 5‐FOA‐X‐Gal  (Zhang et al. 2010). 
Pour  conclure,  contrairement  à  l’approche  PIS,  la  présence  du  gène  rapporteur  lacS  permet 
d’identifier aisément le caractère essentiel du gène de la région ciblée.  
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Figure  42  :  Schéma  de  construction  de mutant  via  la méthode MID.  Les  localisations  des  trois 
séquences homologues,  IN, OUT et TG  (TARGET),  sont  illustrées au niveau du  locus du  gène  cible 
sauvage du chromosome hôte. Après la transformation, une recombinaison « double crossing‐over » 
entre le plasmide linéarisé pMID et le chromosome de l’hôte, au niveau des régions TG et IN, conduit 
à l’insertion de la cassette marqueur dans le locus du gène cible. La recombinaison entre les régions 
OUT  enlève  la  cassette marqueur  et  le  gène  cible,  ce  qui  conduit  à  un mutant  knock‐out,  sans 
marqueur, contre‐sélectionnable sur un milieu avec du 5‐FOA (Zhang et al. 2010).  
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5. Système du gène rapporteur, surexpression et expression contrôlée 
La construction des mutants KO n’est pas  la seule approche génétique disponible chez  les archées. 
Depuis peu de temps, des plasmides d’expression sont disponibles pour  les études génétiques chez 
les Sulfolobus. Cette question est traitée dans la section ci‐dessous.  
Le gène  lacZ est communément utilisé chez  les bactéries comme gène  rapporteur dans  les  fusions 
transcriptionnelles pour les études de régulation (Hughes et al., 2007). Le gène lacS des archées sert 
pour la même chose  car son activité peut être facilement visualisée sur un milieu solide en présence 
de X‐Gal  et mesurée  en milieu  liquide  en présence du  substrat ONPG  (Peng  et al., 2009). C’est  à 
présent le seul marqueur d’expression utilisé dans tous les vecteurs plasmidiques construits.  
Les plasmides pMJ0503,  issu du virus SSV1  (Jonuscheit et al., 2003), mais également pA‐pK  issu de 
pRN1  (Berkner  et  al.,  2007)  ou  pHZ2lacS,  issu  de  PRN2  (Deng  et  al.,  2009)  permettent  la  fusion 
transcriptionnelle de lacS (utilisé comme un gène rapporteur) avec les promoteurs sous études. Ainsi, 
Peng et al. ont caractérisé le promoteur araS et ses éléments constitutifs chez S. islandicus (Peng et 
al., 2009) (le gène lacS et le promoteur araS issus de S. solfataricus ont été fusionnés et insérés dans 
le vecteur navette pZC1, issu de pHZ2 (voir paragraphe I.5.3.b.ii pour la description de ce plasmide). 
Des  vecteurs d’expression ont été développés  récemment en utilisant  soit des plasmides  soit des 
gènomes  viraux.  Ils  ont  été  employés  pour  surproduire  des  protéines  recombinantes  chez  les 
Sulfolobus.  Dans  ces  constructions,  les  gènes  choisis  pour  être  surexprimés  ont  été  placés  sous 
contrôle des promoteurs hétérogènes. Parmi ces promoteurs, sont  retrouvés ceux des gènes araS, 
mbp/mal et tf55 codant respectivement pour des protéines de  liaison à l’arabinose, au maltose et 
une protéine de choc thermique (Albers et al., 2006; Berkner et al., 2010; Mei et al., 2012; Zheng et 
al., 2012). Le promoteur mbp/mal ou saci_1165 est utilisé en remplacement du promoteur araS chez 
S. acidocaldarius, qui présente une activité très faible (Berkner et al., 2010). Le promoteur mbp/mal a 
permis de dévoiler  le  rôle de  la protéine P98 dans  la  formation des structures pyramidales  lors de 
l’infection du virus SIRV2 chez S. acidocaldarius en exprimant le gène gp98 sous son contrôle (Quax 
et al., 2010). Ce travail a permis de conclure que ces structures sont composées d’une seule protéine 
virale. 
Précédemment  chez  S.  solfataricus,  il  a  été  démontré  que  le  promoteur  araS  est  inductible  par 
l’arabinose  (Jonuscheit  et  al., 2003; Albers  et al., 2006). Utilisé  comme promoteur hétérologue,  il 
permet une  induction de  la  transcription du  gène mis  sous  son  contrôle et  assure un bon niveau 
d’expression.  Il  s’agit  d’un  promoteur  avec  une  activité  basale  très  faible,  en  l’absence  d’un 
inducteur.  L’ajout  d’arabinose  dans  le milieu  permet  à  l’activité  d’augmenter  environ  treize  fois 
(Albers et al., 2006). Son utilisation a permis, entre autres, d’étudier les fonctions des protéines de la 
sulfo‐oxygénase  réductase Sor et de  l’ATPase FlaI  liée au  flagelle  (Albers et al., 2006). Néanmoins, 
dans certains cas,  le niveau d’expression assuré par  le promoteur araS n’était pas  suffisante et ce 
problème a été résolu par la construction d’un promoteur synthétique dérivant de araS (Peng et al., 
2012).  
 Ces vecteurs d’expression ont également été utilisés pour complémenter des mutants délétés pour 
les gènes basABC et basEF  (Zolghadr et al., 2007), ups  (Frols et al., 2008) qui codent des protéines 
formant  le pili chez S.  solfataricus ou pour  le gène herA qui  code pour une hélicase  (Zheng et al., 
2012). 
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6. Découvertes et progrès récents 
Les espèces Sulfolobus sont  les seuls membres des crénarchées pour  lesquels  l’approche génétique 
est développée et divers outils génétiques sont à présent disponibles pour  les modèles biologiques 
appartenant  à  ce  genre.  Le  recours  aux  approches  génétiques  a  été  très  productif  pour  avancer 
plusieurs  sujets  très prometteurs  chez  les  archées.   Par exemple,  il  a été utilisé  avec  succès pour 
comprendre le rôle des gènes cdvA, cdvB, cdvC dans la division cellulaire chez les crénarchées et ont 
permis de conclure  sur  la proximité de cet appareil avec celui de  formation des vésicules chez  les 
eucaryotes (Samson et al., 2008; Lindås et al., 2008). D’autres exemples comprennent l’identification 
de nouvelles  structures cellulaires de  surface  impliquées dans  la  formation du pili  (Zolghadr et al., 
2007;  Frols  et  al.,  2008)  mais  aussi  la  caractérisation  de  plusieurs  régulateurs  transcriptionnels  
notamment des gènes merA (Schelert et al., 2006) ou ss‐lrpB Peeters et al., 2009).  
Ces dernières années, de nombreux outils génétiques ont été développés pour les souches modèles 
de  Sulfolobus.  Cependant  le  système  actuel  est  limité  par  un  nombre  de marqueurs  de  sélection 
insuffisant et un choix restreint de vecteurs. L’établissement d’un système génétique de la souche S. 
islandicus  LAL14/1  constitue  une  partie  principale  de  l’étude  de  cette  thèse
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1. Objectifs de la thèse 
Au cours de ma thèse, j’ai travaillé sur deux types de modèles biologiques : un modèle cellulaire, une 
archée hyperthermophile Sulfolobus  islandicus (souche LAL14/1) et des modèles viraux représentés 
par deux virus non apparentés, SIRV1 et AFV1. Les propriétés marquantes de chacun de ces modèles 
biologiques ont été détaillées dans l’Introduction.  
Les questions que nous avons adressées à chacun de ces modèles ne sont forcément pas les mêmes,  
compte tenu de la connaissance actuelle des cellules d’archées et de leurs virus. En ce qui concerne 
le modèle  cellulaire,  S.  islandicus  LAL14/1,  notre  intérêt  principal  a  été  le  développement  d’une 
approche génétique pour cette souche. Il va de soi que la disponibilité d’une telle approche ouvre de 
très  larges possibilités pour beaucoup de  sujets  (actuellement en développement ou à  venir dans 
notre  laboratoire) concernant  le fonctionnement des cellules d’archées. Les modèles viraux quant à 
eux ouvrent la possibilité de mieux comprendre non seulement la régulation de leur cycle d’infection, 
question  intéressante  en  soi,    mais  également  une  question  fondamentale  concernant  les 
particularités  de  la  régulation  transcriptionnelle  chez  les  archées.  Chez  ces  organismes,  l’activité 
d’une  machine  enzymatique  typiquement  eucaryotique  (ARNP)  est  contrôlée  par  des  protéines 
régulatrices  typiquement  bactériennes.  Les  virus  codent  en  général  des  protéines  régulatrices  en 
assez grand nombre et ils constituent d’excellents modèles pour mieux comprendre  cette régulation.  
L’étude de  l’interaction hôte‐virus  sur  le modèle des virus SIRV1‐2 est un des  sujets principaux de 
notre  laboratoire. Etant donné que  la souche LAL14/1 est  l’unique hôte naturel du virus SIRV2  (un 
article très récent décrit un mutant de S. solfataricus P2 sensible à SIRV2 (Okutan et al., 2013) mais la 
souche est trop  instable génétiquement pour être utilisée comme un bon modèle génétique),  il est 
évident  que  le  développement  d’une  approche  génétique  pour  cette  souche  et  la  connaissance 
accrue de  la  régulation du cycle des virus SIRV1‐2 apporteront une grande aide à  l’étude de cette 
interaction.  
Les objectifs de ma thèse ont été les suivants : 
 Etablir un système génétique pour la souche Sulfolobus islandicus LAL14/1, hôte de plusieurs 
virus et modèle reconnu pour l’étude de l’interaction hôte‐virus chez les archées.  
 Réaliser une étude approfondie de plusieurs régulateurs transcriptionnels provenant à la fois 
des cellules d’archées et de leurs virus. 
Les résultats obtenus font objet de deux publications parues et d’un article en cours d’écriture.  
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2. Développement  d’un  système  génétique  pour  la  souche  modèle  S. 
islandicus LAL14/1  
1. Contexte de l’étude 
Grâce à leur maintien facile au laboratoire, plusieurs espèces de Sulfolobus servent comme modèles 
d’études au  laboratoire et représentent  les espèces d’archées  les mieux étudiées. Depuis plusieurs 
dizaines  d’années,  elles  ont  servi  de  modèles  d’études  pour  comprendre  les  particularités  de 
traduction (La Teana et al., 2013), de transcription (Peerters et al., 2013), de réplication (Samson et 
al., 2013), de réparation (Zhang et al., 2013a), de division cellulaire (Ettema et al., 2009) et d’autres 
mécanismes cellulaires fondamentaux chez les archées hyperthermophiles. 
Une de ces espèces, Sulbolobus islandicus étudiée dans le cadre de ma thèse, est très présente dans 
les différents écosystèmes à travers le monde (Russie, Etats‐Unis, Islande) ce qui l’a également rendu 
intéressante pour l’étude de l’évolution (Zhang et al., 2013b). Contrairement à S. acidocaldarius, elle 
est  capable  de  croître  sur  une  grande  variété  de  sources  de matières  organiques  telles  que  des 
peptides  ou  des mélanges  d’acides  aminés  et  elle  utilise  plusieurs  sucres  comme  l’arabinose,  le 
glucose, le sucrose, le tréhalose et bien d’autres (De Rosa et al., 1984) En outre, à la différence de S. 
solfataricus, un autre modèle d’étude chez Sulfolobus, elle est très stable génétiquement. 
La souche S. islandicus LAL14/1 est un modèle riche et unique pour l’étude de l’interaction hôte‐virus 
chez les archées. LA14/1 peut être infectée par le virus SIRV2 qui code pour un mécanisme inhabituel 
de  libération des virions à  l’aide de structures pyramidales (Prangishvili and Quax, 2011; Bize et al., 
2009; Quax et al., 2010 et 2011). La souche modèle de notre  laboratoire, S.  islandicus LAL14/1 est 
également apte pour étudier  le rôle des CRISPRs chez  les archées. Très riche en spacers visant des 
plasmides et des virus connus et disponibles chez les Sulfolobus, les CRISPRs de S. islandicus LAL14/1 
semblent participer au phénotype de résistance de  la souche au rudivirus SIRV1 compte tenu de  la 
composition de ses séquences CRISPRs.  
Lors de mon  travail de  thèse,  le  génome de  LAL14/1  a été  séquencé  au  laboratoire  (travail de C. 
Jaubert) ouvrant la possibilité de démarrer les essais génétiques avec cette souche. J’ai pu établir une 
approche génétique pour  ce modèle d’archée permettant  la  création efficace de mutants KO.  Les 
résultats obtenus font partie d’une publication parue en 2013 dont  je suis  le premier co‐auteur. Le 
pdf de cet article est inclus dans le texte de ce manuscrit. Ci‐dessus, un court résumé des principaux 
résultats concernant l’établissement du modèle génétique.   
2. Etablissement de l’approche génétique pour la souche S. islandicus LAL14/1 
a. Isolation de mutants pyrEF‐ 
Au début de ce travail, il n’était pas connu si la souche LAL14/1 était facilement transformable, aucun 
mutant  n’était  disponible  et  la  souche  ne  portait  aucun marqueur  de  sélection.  Pour  établir  un 
système génétique pour la souche S. islandicus LAL14/1, la première étape était d’obtenir un mutant 
rendant possible l’utilisation des marqueurs génétiques déjà connus chez les archées.  
Comme  indiqué dans  l’Introduction,  le  choix  de marqueurs  génétiques  chez  les  archées  est  assez 
limité puisque pour ce domaine il existe très peu de sélection efficace à l’aide d’antibiotiques et nous 
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avons  choisi  de  tirer  profit  de  la  double  sélection  des  prototrophes‐auxotrophes  pour  l’uracile 
(Ura+/Ura‐). 
Tout d’abord,  j’ai  cherché  à  isoler des mutants  spontanés  stables Ura‐  à  l’aide de  la  sélection  en 
présence  de  5‐FOA.  Ces  mutants  apparaissent  sur  les  boîtes  de  sélection  avec  une  fréquence 
comprise entre  1x10‐5 et 1x10‐6. Une centaine de ces colonies résistantes au 5‐FOA a été étudiée plus 
en  détails.  L’état  du  locus  pyrEF  de  ces  cent mutants Ura‐  a  été  analysé  par  PCR.  Aucun  de  ces 
mutants ne porte une délétion identifiable par l’approche PCR laissant penser qu’il s’agit de mutants 
ponctuels,  ce  qui  a  été  confirmé  par  séquençage  pour  une  dizaine  de  colonies  (données  non 
présentées). 
Le taux apparent de mutants spontanés chez S.  islandicus LAL14/1 a donc été estimé à 10‐6, qui est 
semblable au taux observé chez S.  islandicus E233S (Deng et al., 2009), un modèle de génétique de 
Sulfolobales stable et confirmé. Cette observation  indique, entre autre, que  les mutations  liées aux 
remaniements chromosomiques ou aux insertions des éléments transposables ne sont pas fréquents 
chez LAL14/1.  
Ces  données  confirment  directement  la  stabilité  génétique  de  LAL14/1  prédite  par  l’analyse 
génomique in silico (voir Introduction et Jaubert et al., 2013). 
b. Construction  d’un  mutant  S.  islandicus  LAL14/1  ΔpyrEF  par  l’approche  de 
remplacement allélique (AR) 
La meilleure solution pour éviter un bruit de  fond des révertants Ura+ est d’obtenir un mutant KO 
des  gènes  pyrEF. Une  large  délétion  de  cette  région  évitera  également  l’intégration  des  vecteurs 
utilisés dans le locus pyrEF chromosomique à la place de l’intégration dans un gène cible. 
Pour construire ce mutant KO des gènes pyrEF chez S.  islandicus LAL14/1,  l’allèle sauvage pyrEF+ a 
été   remplacé par  l’allèle muté ΔpyrEF par un remplacement allélique direct. L’allèle KO des gènes 
pyrEF  provenant  d’une  autre  souche  de  S.  islandicus,  la  souche  E233S  (dérivée  de  la  souche  S. 
islandicus  REY15A)  (Deng  et  al.,  2009)  a  été  amplifié  par  PCR.  Il  s’agit  d’une  délétion  de  1107pb 
touchant partiellement le gène pyrE et entièrement le gène pyrF. Une cassette knock‐out linéaire de 
2233pb contenant  l’allèle ΔpyrEF et  les régions en amont et en aval du  locus pyrEF (d’une  longueur 
de  1kb  chacune)  obtenues  par  PCR  ont  été  introduites  par  transformation  dans  les  cellules  S. 
islandicus LAL14/1. Les mutants ΔpyrEF résultants du remplacement de  la copie sauvage des gènes 
pyrEF  du  chromosome  hôte  par  un  double  crossing‐over  ont  été  sélectionnés  sur  un milieu  en 
présence d’uracile et de 5‐FOA.   La sélection a été laborieuse en raison du nombre élevé de mutants 
ponctuels pyrEF‐ résistants au 5‐FOA. Environ cent colonies ont été observées par boite. Néanmoins, 
cette approche s’est révélée efficace puisque sur une vingtaine de colonies analysées, environ quinze 
comportaient  l’allèle ΔpyrEF. Au  final,  l’efficacité  de  transformation  de  cette  technique  est  de  75 
mutants  délétés/µg  d’ADN  transformé  ce  qui  est  retrouvé  dans  la  littérature  pour  des 
transformations  avec  de  l’ADN  linéaire  (entre  0‐200  colonies/µg  d’ADN  linéaire  contre  0‐5 
colonies/µg d’ADN circulaire, Deng et al., 2009). 
Ce  résultat  indique  clairement  que  le  protocole  de  transformation  établi  pour  d’autres modèles 
génétiques  de  Sulfolobus  est  applicable  à  la  souche  LAL14/1  et  son  système  de  recombinaison 
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homologue  est  suffisamment  efficace  pour  produire  les  recombinants  recherchés  avec  une 
fréquence exploitable.  
En  résumé, nous avons obtenu  le mutant LAL14/1 délété pour  les gènes pyrEF  indispensable pour 
débuter les expériences génétiques sur cette souche. La souche obtenue a été baptisée LAL14/1‐CD 
et ses potentialités ont été exploitées pour réaliser la suite du projet. 
3. Complémentation du phénotype Ura‐ par le plasmide pHZ2 chez S. islandicus LAL14/1‐CD 
Avant  d’entamer  chez  LAL14/1‐CD  la  construction  des mutants  KO  qui  nous  intéressaient,  il  était 
indispensable  de  tester  l’efficacité  de  transformation  de  cette  souche mutante  et  démontrer  la 
complémentation du phénotype Ura‐  en présence  de  la  copie  sauvage du  locus  pyrEF.  Pour  cela, 
nous avons transformé les cellules avec le plasmide d’expression pHZ2 (réplicon pRN2, voir Chapitre 
I.5.3.b.ii) qui se maintient de façon autonome chez S. islandicus et contient les allèles pyrEF sauvages. 
L’opéron  pyrEF+  dans  cette  construction  est  exprimé  de  façon  constitutive  sous  contrôle  de  son 
propre promoteur.  
L’efficacité  de  transformation  par  pHZ2  était  d’environ  102‐103  colonies/µg  d’ADN,  comparable  à 
celle observée pour d’autres souches de S.  islandicus  (Figure 43)  (Deng et al., 2009. Berkner et al., 
2007). Les transformants sont, comme attendu, auxotrophes pour Ura+. 
 
Figure  43 :  Efficacité  de  transformation  de  la  souche  S.  islandicus  LAL14/1‐CD  par  le  plasmide 
d’expression  pHZ2.  La  sélection  a  lieu  sur  un milieu minimum  sans  uracile  où  seules  les  cellules 
PyrEF+ peuvent pousser. Les cellules S.  islandicus LAL14/1‐CD sont PyrEF‐ et ne poussent pas sur ce 
milieu  (à  gauche).  Les  cellules  S.  islandicus  LAL14/1‐CD  transformées  par  le  plasmide  pHZ2,  qui 
contient  le gène pyrEF+ sont PyrEF+ et poussent sur ce milieu. L’efficacité de transformation est de 
3300 colonies par µg d’ADN. 
4. Construction d’un mutant ΔCRISPR_1 
Les systèmes CRISPR/Cas représentent une ligne de défense cellulaire contre les éléments génétiques 
extra chromosomiques (plasmides conjugatifs, virus). Appelé « mécanisme de  l’immunité acquise », 
le système CRISPR/Cas permet le développement d’une réponse très spécifique et ciblée contre ces 
« envahisseurs »,  réponse  comparable  par  sa  spécificité  aux  réponses  immunologiques  chez  les 
eucaryotes (Marrafini and Sontheimer, 2008; Deveau et al., 2010; Horvath and Barrangou, 2010). 
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Toutes  les  séquences  et  les  gènes  liés  au  système  CRISPR  présents  chez  S.  islandicus  LAL14/1  se 
situent  dans  la  région  génomique  variable.  Le  génome  de  LAL14/1  porte  cinq  loci  CRISPR,  trois 
cassettes de gènes cas associées au sous‐type I‐A et deux cassettes de gènes cmr associées au sous‐
type III‐B. D’après la composition des séquences leader et répétées, les cinq CRISPRs de S. islandicus 
LAL14/1 peuvent être divisés en deux familles, I et III (Lillestol et al., 2009). 
Le  locus  CRISPR  de  la  famille  I  comprend  deux  blocs  orientés  de  façon  opposée  composés  de 
répétitions‐spacers séparés par  le premier module de gènes cas. Le deuxième module est  localisé à 
l’extrémité  du  deuxième  bloc  de  répétitions‐spacers.  L’analyse  des  285  spacers  formant  les 
séquences CRISPRs de LAL14/1 révèle  la présence d’un nombre étonnamment élevé de spacers qui 
matchent parfaitement (dans trois cas) ou imparfaitement aux génomes des rudivirus, fusellovirus et 
plasmides conjugatifs, décrits dans les sources d’eau chaudes d’Islande (Peng et al., 2004; Blum et al., 
2001). Les deux spacers qui matchent parfaitement, portés par  les CRISPR_1 et CRISPR_5, ciblent  le 
génome du  rudivirus  SIRV1  (Zillig  et al., 1996). De  façon  intéressante,  le  spacer dans  le CRISPR_1 
matche avec le gène de SIRV1 codant pour la protéine P98, responsable de la formation de structures 
pyramidales impliquées dans la sortie du virion (Bize et al., 2009; Quax et al., 2010; 2011).  
Une  approche  génétique  puissante  de  pop‐in/pop‐out  a  été  développée  précédemment  pour  un 
autre modèle génétique, S.  islandicus REY15A  (Deng et al., 2009). Elle permet  la création rapide et 
efficace de mutants  knock‐out. Pour montrer que  cette  approche est efficace  chez  LAL14/1, nous 
avons choisi de déléter un des loci CRISPR (CRISPR_1) parce que les fonctions codées par les CRISPR 
ne  sont habituellement pas essentielles pour  les  cellules en absence de  virus et  leurs mutants de 
délétion  sont censés être viables. Aussi, un des  spacers du CRISPR_1 matche parfaitement avec  le 
virus  SIRV1  contre  lequel  LAL14/1  est  résistante.  Si  la  résistance  est  liée  à  l’activité  CRISPR,  son 
inactivation peut diminuer le niveau de résistance donnant un phénotype détectable à ce mutant. 
Le plasmide knock‐out utilisé pour inactiver le CRISPR_1 et les positions des régions IN (867pb), OUT 
(919pb)  et  TARGET  (776pb) dans  le plasmide pSEF décrit par Deng  et al.  (Deng  et al., 2009)  sont 
présentés dans la Figure 44. Il est basé sur la technique MID présentée dans le chapitre 1.5.4. Deux 
rounds successifs de recombinaison suppriment  le fragment chromosomique situé entre  les régions 
IN  et OUT  produisant  un  dérivé  pyrEF+  à  partir  duquel  la  région  CRISPR_1/cas  peut  être  délétée 
(ΔCRISPR_1/ Δcsx1 Δcas4; csx1 est annoté comme Sil_0393) (Figure 44). 
Après  la  transformation des  cellules  LAL14/1  avec  ce plasmide  knock‐out, une première  étape de 
sélection des transformants pyrEF+ (qui ont intégré  la cassette dans leur génome) a été réalisée sur 
un milieu sans uracile. Après dix  jours d’incubation à 78°C, environ 150 colonies/µg d’ADN ont été 
observées,  ce  qui  témoigne  d’une  très  bonne  efficacité  de  transformation  pour  S.  islandicus.  Les 
données  fournies  par  la  littérature  sont  entre  10  à  100  colonies/µg  d’ADN  (Deng  et  al.,  2009). 
Ensuite,  ces  colonies  ont  été  lancées  dans  des  cultures  liquides  en milieu  sans  uracile  sur  quatre 
cycles de purification‐dilution. Puis,  les cellules ont été étalées sur un milieu riche contenant du 5‐
FOA et de l’uracile, pour sélectionner le deuxième événement de recombinaison et donc les mutants 
délétés. Contrairement à  la  technique  initiale qui utilise un double mutant ΔpyrEF Δlacs,  la souche 
LAL14/1‐CD    est  seulement  ΔpyrEF  ce  qui  empêche  la  sélection  visuelle  blanc/bleu  des mutants 
ΔCRISPR_1 en présence de X‐Gal, lors de la dernière étape de cette approche. Un des avantages de la 
technique MID est perdu,  contrairement au  cas de  la  construction du knock‐out du gène  sta1 qui 
permettait de discriminer facilement avec la coloration blanc/bleu. 
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Figure 44 : Carte génétique de la région CRISPR_1 délétée par l’approche pop‐in/pop‐out. (a) Carte 
génétique de  la  région CRISPR_1.  La  région  cible est  située entre  les  régions OUT et TARGET.  (b) 
Schéma  représentant  les  deux  étapes  d’évènements  de  recombinaison  générant  le  mutant 
ΔCRISPR_1/ Δcsx1**Δcas4. Deux paralogues de csx1 sont présents dans cette région. Le gène csx1* 
correspond au gène Sil_0392 et csx1** au gène Sil_0393. 
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Une centaine de colonies sont apparues par boîte et la région CRISPR_1 a été analysée par PCR pour 
une dizaine d’entre elles. La délétion a été confirmée pour chacune des colonies testées (Figure 45). 
Cela  a  par  ailleurs  permis  de  démontrer  qu’en  utilisant  cette  approche  même  des  régions 
relativement longues du génome (dans ce cas 6.6kb) peuvent être supprimées efficacement. 
 
Figure  45 :  Analyse  par  PCR  des  mutants  obtenus.  (A)  Le  couple  d’amorces  flanquantes  est 
représenté et  les  tailles attendues des  fragments amplifiés  sont données en pb.  (B) Les  fragments 
correspondant  à  la  région  du  locus  cible  CRISPR_1  ont  été  amplifiés  par  PCR  sur  les  cultures  de 
transformants  (puits  1  à  12)  après  plusieurs  cycles  de  purification.  La  taille  observée  est  la  taille 
attendue : 1786pb pour ΔCRISPR_1.  
La dernière étape consistait à étudier  le phénotype de ce mutant (travail fait en collaboration avec 
Carole  Jaubert) afin de déterminer si  la délétion du CRISPR_1 avait un effet  sur  la  résistance de  la 
souche  LAL14/1 au virus SIRV1. Ce phénotype de  résistance/sensibilité  contre  le virus SIRV1 a été 
caractérisé par des  techniques de  spot‐test  semi quantitatif, qui permettent une estimation assez 
précise du nombre de plages de lyse formées.  
De façon intéressante, le mutant CRISPR_1/ Δcsx1 Δcas4 est résistant à l’infection par SIRV1 comme 
S. islandicus LAL14/1‐CD. La présence d’un second spacer et CRISPR_5 fonctionnels peut expliquer ce 
résultat. 
Une  construction  d’un  double  mutant  ΔCRISPR_1  ΔCRISPR_5  aiderait  à  mieux  caractériser  une 
éventuelle implication de l’immunité générée par les CRISPR dans la résistance de LAL14/1 à SIRV1. 
Les approches génétiques ont été développées pour un nombre limité d’espèces Sulfolobus (Allers et 
al., 2005; Leigh et al., 2011), incluant S. solfataricus P1 et 98/2 (Jonuscheit et al., 2003; Worthington 
et al., 2003), S. acidocaldarius (Wagner et al., 2009; 2012), S. islandicus REY15A (Deng et al., 20069; 
    Résultats 
133 
 
She  et  al.,  2009)  et M.16.4  (Zhang  and Whitaker,  2012).  Cependant,  aucune  approche  génétique 
n’avait été disponible précédemment pour LAL14/1. 
Dans ce  travail de  thèse, une approche génétique a été établie pour cette  souche en  créant deux 
mutants ΔpyrEF et ΔCRISPR_1. 
L’efficacité de transformation observée pour LAL14/1 ainsi que la facilité de création et de sélection 
de  ces mutants  de  délétions  indique  que  LAL14/1  représente  un  excellent modèle  génétique  en 
général.  Plus  particulièrement,  elle  est  une  souche  de  choix  pour  l’étude  de  tous  les  aspects  de 
l’interaction hôte‐virus, du premier contact entre la cellule et le virus et l’entrée de l’ADN viral dans 
la cellule à  la réponse  immunitaire de cette dernière qu’elle développe grâce aux systèmes CRISPR‐
cas codés par le chromosome. 
5. Construction d’un mutant ΔtopR2 
Les  topoisomérases  sont  des  protéines  ubiquitaires  présentes  dans  tous  les  organismes  vivants : 
Eucaryotes,  Bactéries  et  Archées.  Elles  sont  classées  en  deux  types  différents  selon  leur  activité 
enzymatique:  type  I  et  type  II,  réalisant  des  cassures  transitoires  simple  et  double  brin, 
respectivement  (Wang  2002).    Une  topoisomérase  IA  particulière,  nommée  réverse  gyrase  a  été 
découverte chez les archées hyperthermophiles (Kikuchi et Asai, 1984; Nadal 2007) et plus tard chez 
les bactéries hyperthermophiles (Nadal 2007). Cette topoisomérase introduit des supertours positifs 
dans  l’ADN  (Kikuchi  and  Asai,  1984;  Forterre  et  al.,  1985; Nadal  et  al.,  1988).  Parce  que  le  gène 
codant  pour  la  réverse  gyrase  est  restreint  aux  organismes  hyperthermophiles  (Archées  ou 
Bactéries),  cette  protéine  a  été  considérée  comme  un marqueur moléculaire  de  la  thermophilie 
(Forterre 2002). 
L’archée S.  islandicus code deux  réverse gyrases, TopR1 et TopR2 ayant des propriétés différentes 
(Bizard  et  al.,  2011).  Cette  duplication  semble  être  importante  car  la  plupart  des  Crénarchées 
présentent deux copies de réverse gyrase (Brochier‐Armanet and Forterre, 2007). 
Pour mieux comprendre  le  rôle de  la protéine TopR2, nous avons décidé de construire un mutant 
ΔtopR2  chez  S.  islandicus.  Des  expériences  précédentes  conduites  chez  S.  islandicus  E233S  ont 
confirmé que  le gène topR1 était essentiel (Liu et al., 2009; Zhang et al., 2013). C’est pour cela que 
nous avons décidé de construire ce mutant par  la  technique MID, décrite en détails dans  la partie 
Introduction  I.5.4.b.ii.  Seule  la  construction  du  plasmide  utilisé  avec  les  trois  fragments  pour  la 
recombinaison dans le génome est présentée ici (Figure 46). 
 
Figure 46 : Région du locus du gène topR2 chez Sulfolobus islandicus. La figure indique les positions 
des fragments OUT, IN et TARGET clonés dans un vecteur permettant l’utilisation de l’approche MID 
(décrite dans l’Introduction, Deng et al., 2009) pour réaliser le knock‐out du gène topR2. 
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Un premier essai réalisé à 68°C a été infructueux, laissant penser que le gène peut être essentiel. 
Les organismes hyperthermophiles sont soumis à un risque permanent de dénaturation de l’ADN due 
à la haute température de leur environnement. Par conséquent, pour maintenir la topologie intacte 
de l’ADN génomique ils ont besoin d’une réverse gyrase capable d’introduire des super tours positifs.  
De  façon  intéressante,  avec  l’augmentation  de  la  température,  l’activité  de  la  réverse  gyrase 
augmente également  (Lopez‐Garcia and Forterre 1999). Cette observation nous a conduit à penser 
qu’il serait  intéressant de réaliser  l’expérience de knock‐out à une température plus basse avant de 
conclure définitivement à l’essentialité du gène topR2.  
Par manque  de  temps,  nous  n’avons  pas  pu  réaliser  la  deuxième  étape  de  cette  expérience.  Par 
ailleurs, une autre équipe a démontré très récemment qu’à  la température optimale de croissance 
de S. islandicus (78°C) le gène topR2 est essentiel (Zhang et al., 2013). Cependant, l’article ne répond 
pas à la question de l’essentialité de ce gène à plus basse température (60‐65°C). 
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3. Sta1, un régulateur transcriptionnel codé par Sulfolobus islandicus 
1. Contexte de l’étude 
Le  régulateur  transcriptionnel  Sta1  (Sulfolobus  transcriptonnal  activator  1)  a  été  identifié,  lors  de 
l’étude de l’expression génique du rudivirus SIRV1 dans les cellules de son hôte, Sulfolobus islandicus 
REN2H1 (Kessler et al., 2006). 
Trois  promoteurs  viraux  différents  immobilisés  sur  des  billes  magnétiques  ont  été  utilisés  pour 
conduire des expériences de purification d’affinité, à partir d’extraits bruts de cellules hôtes dans le 
but d’isoler des protéines impliquées dans la transcription de gènes du virus SIRV1. 
 Les  promoteurs  des  gènes  de  SIRV1,  ORF56  (codant  pour  le  régulateur  transcriptionnel  SvtR), 
ORF399  (codant pour un  transporteur putatif d’acides aminés) et ORF134  (codant pour  la protéine 
majeure de capside), ont été choisis pour la recherche de protéines impliquées dans la régulation de 
la  transcription  du  génome  viral,  comme  la  carte  de  transcription  de  SIRV1  avait  indiqué  que 
l’expression des trois gènes pouvait être sous contrôle transcriptionnel (Kessler et al., 2004). 
A  l’issue de  ces expériences de pull‐down,  Sta1 est  la  seule protéine à avoir été  récupérée. Cette 
protéine  de  14kDa  est  codée  par  le  chromosome  hôte  et  contient,  d’après  les  observations  sous 
RMN, un motif wHTH (le plus probablement impliqué dans la liaison à l’ADN) et lie l’ADN sous forme 
de dimère (Kessler et al., 2006).  
Son effet activateur sur l’initiation de la transcription de ces promoteurs viraux a été démontré dans 
des  expériences  de  transcription  in  vitro,  en  utilisant  un  système  reconstitué  contenant  l’ARN 
polymérase  et  les  protéines  TBP  et  TFB.  Sta1  est  capable  de  lier  les  promoteurs  viraux 
indépendamment de tout composant du complexe de pré‐initiation de  l’hôte. Deux sites de  liaison 
ont été  révélé par  footprinting :  le premier  localisé au cœur de  la  région promotrice et  le  second, 
environ 30pb en amont. La proximité apparente d’un des sites de liaison de Sta1 avec la Tata‐box et 
l’élément BRE suggère que l’effet activateur de Sta1 peut influencer la liaison des facteurs généraux 
de transcription, TBP et/ou TFB (Kessler et al., 2006). 
Des homologues de Sta1 composés de 120‐130 acides aminés sont présents dans tous  les génomes 
séquencés des espèces Sulfolobus. Plusieurs copies du gène  sont  retrouvées dans chaque génome 
analysé.  Le nombre minimal d’orthologues de  sta1 par génome est  cinq  (estimation basée  sur un 
seuil  d’E‐value  de  0.01).  En  appliquant  ce  même  seuil,  des  homologues  de  Sta1  ont  été  aussi 
identifiés dans plusieurs autres génomes d’archées (Kessler et al., 2006). 
Sta1 est  le premier  régulateur  transcriptionnel d’archées  isolé  in vitro par  l’approche de pull‐down 
(Gabrielsen  et  al.,  1989).  Tous  les  autres  régulateurs  transcriptionnels  chez  les  archées  ont  été 
identifiés par des analyses in silico. 
La découverte de Sta1, une protéine cellulaire, recrutée par le virus, indique que les virus d’archées, 
comme les virus des eucaryotes et les bactériophages, utilisent des régulateurs de l’hôte pour activer 
la  transcription de  leurs propres gènes. La compréhension du rôle de Sta1 passe bien évidemment 
par  l’étude de son rôle primaire dans  les cellules d’archées. Au moment de  la découverte de cette 
protéine, aucune information sur ce point n’était disponible dans la littérature.  
Résultats     
156 
 
Par  la suite,  il y a été démontré que parmi  les gènes du chromosome, Sta1 régule de façon positive 
l’expression  du  gène  sso0777,  un  paralogue  du  gène  radA  impliqué  dans  la  réparation  de  l’ADN 
(Abella et al., 2007).  
La  réparation  de  l’ADN  chez  les  archées  n’est  pas  décrite  en  détails.  La  régulation  des  gènes 
impliqués dans ce processus est encore moins connue. L’analyse  in silico  indique que  la plupart des 
protéines de réparation de l’ADN sont similaires à celles des eucaryotes et non celles des bactéries et 
que beaucoup de gènes « classiques » de  réparation sont absents des génomes d’archées  (Kelman 
and White, 2005).  
La famille de protéines RecA, qui inclut RadA chez les Archées et Rad51 chez les Eucaryotes, est une 
des  plus  connues  des  protéines  de  réparation  de  l’ADN  et  elle  joue  un  rôle  fondamental  dans 
l’échange de brin d’ADN  lors de  la recombinaison homologue et  la réparation des cassures doubles 
brins.  Chez  S.  solfataricus  et  les  espèces  proches,  il  y  a  deux  homologues  de  RecA,  la  très  bien 
caractérisée protéine RadA (Sso0250) (Ariza et al., 2005; Sandler et al., 1996; Naoe et al., 2004) et un 
paralogue de RadA, moins conservé (Sso0777) dont la fonction est inconnue (Guy et al., 2006). 
En  conclusion,  Sta1  serait  le  premier  régulateur  transcriptionnel  directement  impliqué  dans  la 
régulation d’une des voies de réparation de  l’ADN. En outre, Sta1 représente  le premier régulateur 
transcriptionnel cellulaire d’archées recruté par un virus pour la régulation de ses propres gènes. Son 
rôle  dans  le  contrôle  de  certains  gènes  de  SIRV1  est mieux  compris  que  son  implication  dans  la 
régulation des gènes chromosomiques. En raison de toutes ces données, notre objectif dans l’étude 
du gène sta1 a été d’estimer son importance dans le fonctionnement de la cellule de S. islandicus et 
de  tenter  d’inactiver  ce  gène.  La  comparaison  du  phénotype  de  mutant  vs  sauvage 
(résistance/sensibilité à SIRV1; résistance/sensibilité aux UV) servirait à mieux comprendre le rôle de 
sta1.  
2. Le régulon hypothétique de Sta1 
En plus d’activer la transcription de plusieurs gènes viraux, Sta1 contrôlerait un régulon d’environ 75 
gènes  dans  la  cellule  S.  islandicus  (Sezonov,  Peixeiro,  données  non  publiées,  présentées  dans 
l’annexe) dont quelques‐uns semblent être  impliqués dans  la réponse au stress. L’ensemble de ces 
données suggère que Sta1 pourrait représenter l’exemple d’un régulateur général important pour la 
survie de  la cellule placée en conditions de stress permanent  (pH acide, haute  température). Pour 
vérifier les hypothèses concernant le rôle et l’importance de sta1, il était indispensable de construire 
un mutant knock‐out de ce gène.  
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Figure 47 : Les principales étapes du knock‐out du gène sta1.  (A) Knock‐out « classique » de gène 
avec  remplacement du  gène  cible par  les marqueurs pyrEF  et  lacS,  (B) Knock‐out  en deux  étapes 
(pour  les  gènes  essentiels,  seule  la  première  étape  peut  être  mise  en  évidence).  
B1 : Intégration de la cassette de recombinaison conduisant à un gène fonctionnel. Même si le gène 
cible est essentiel, ce knock‐out en deux étapes permet d’obtenir des  transformants primaires qui 
ont  intégré  la  cassette  de  recombinaison  contenant  les  gènes  pyrEF  et  lacS  et  les  séquences 
homologues  du  locus  du  gène  sta1,  sans  altérer  la  séquence  du  gène  cible  (sta1).  
B2 :  Recombinaison  entre  les  régions  OUT  qui  inactive  le  gène  s’il  n’est  pas  essentiel.  Ces 
transformants  peuvent  être  sélectionnés  comme  des  prototrophes  Pyr+  et  ils  doivent  également 
avoir le phénotype Lac+ (ou plutôt X‐gal+). La seconde phase de sélection est réalisée dans un milieu 
riche complété par de  l’uracile et du 5‐FOA. Les cellules pyrEF+ convertissent  le 5‐FOA en un dérivé 
toxique,  le 5‐FU  (5‐fluoro‐uracile), et ne  survivent pas. Si  le gène à  inactiver n’est pas essentiel,  la 
cassette de recombinaison sta1‐pyrEF‐lacS peut être facilement perdue. En conséquence, étalées sur 
un milieu uracile‐5‐FOA‐Xgal,  les colonies des survivants sont majoritairement blanches. Dans  le cas 
d’un gène essentiel,  les colonies observées  sur  le même milieu  sont,  le plus  souvent, bleues. Elles 
gardent la cassette de recombinaison, et donc le gène lacS, mais la présence de 5‐FOA ne permet pas 
la survie de celles qui expriment  les gènes pyrEF. Dans ce cas,  les colonies observées sont  issues de 
mutants  spontanés PyrEF‐. De plus,  l’excision de  la cassette de  recombinaison avec  les marqueurs 
génétiques  du  chromosome  permet  leur  réutilisation,  si  la  construction  d’un  double mutant  est 
envisagée. 
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3. Raisonnement génétique 
Etant donné  l’incertitude  sur  l’importance du  réseau de  régulation de  Sta1 dans  la  cellule, nul ne 
peut  ignorer  que  son  inactivation  peut  fortement  influencer  le  fonctionnement  de  la  machine 
cellulaire. Le gène sta1 peut être essentiel et son inactivation provoquerait un phénotype létal. Dans 
cette situation, la meilleure approche pour tenter d’obtenir un mutant KO sera sans doute l’approche 
MID  décrite  dans  l’Introduction  (I.5.4.b.iii).  En  absence  de  double  mutant  pyrEF‐  lacS‐  chez  S. 
islandicus LAL14/1 cette approche est inapplicable pour le moment à notre souche modèle. Dans ces 
circonstances, nous avons décidé d’utiliser  la souche S.  islandicus REY15A  (mise à notre disposition 
par l’équipe de Q. She; Danish Archaea Centre) qui est adaptée pour l’approche MID et pour laquelle 
plusieurs outils génétiques  sont déjà disponibles  (She et al., 2009).  La  construction du mutant KO 
sta1‐ dans cette souche aurait utile pour étudier comprendre le rôle cellulaire de Sta1. Cependant, il 
était évident dès  le départ que ce mutant ne serait pas utilisable pour  l’étude du rôle de Sta1 dans 
l’infection par le virus SIRV1 car la souche REY15A et ses dérivées sont résistantes à SIRV1/2.  
Les étapes essentielles de  l’approche MID  sont  illustrées dans  la Figure 47 et discutées en détails 
dans  l’Introduction  et  dans  la  légende  de  la  Figure.  La  deuxième  étape,  donnant  lieu  au mutant 
haploïde sta1,  n’est  possible  que  si  le  gène  sta1  est  un  gène  non  essentiel.  Les mutants sta1 
devraient avoir un phénotype particulier, Lac‐. 
4. Construction du plasmide pSTA1‐123 pour réaliser le KO du gène sta1 
Le vecteur d’inactivation pSTA1‐123 a été construit par trois clonages successifs.  
Le gène sta1 chez S.  islandicus a été  identifié par son homologie avec  le gène sso0048  (sta1) de S. 
solfataricus (la similitude nucléotidique est de 100%). Le plasmide suicide  initial, pSEF (Zhang et al., 
2010), capable de  se  répliquer uniquement chez E. coli  (réplicon pUC19) et non chez S.  islandicus, 
portant  les marqueurs  génétiques  pyrEF+  et  lacS+  a  été  utilisé  pour  réaliser  le  clonage  de  trois 
fragments d’ADN correspondant au locus sta1 et aux régions avoisinantes chez S. islandicus. Ces trois 
fragments ont été amplifiés par PCR et appelés OUT, IN et TARGET puis, clonés successivement dans 
le vecteur. Les positions  respectives de ces  fragments par  rapport au gène  sta1 et  leurs  longueurs 
sont indiquées dans la Figure 48. Le plasmide résultant nommé pSTA1‐123 (Figure 49) a servi par la 
suite sous sa forme linéarisée à transformer les cellules Sulfolobus islandicus E233S (ΔpyrEF ΔlacS), en 
vue de la réalisation du mutant knock‐out du gène sta1. 
 
Figure 48 : Construction du plasmide pSTA1‐123.  (A) Détails du clonage des  fragments OUT,  IN et 
TARGET  dans  le  plasmide  pKO.  (B)  Représentation  du  gène  S.  islandicus  sta1  et  des  régions 
correspondantes  aux  fragments  clonés.  La  position  du  gène  sta1  dans  le  génome  de  Sulfolobus 
islandicus est entre le 2014950ème  et 2014561ème nucléotide.  
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Figure 49 : Carte génétique et physique du plasmide pSTA1‐123. Ce plasmide suicide est utilisé pour 
réaliser  le knock‐out.  Il est construit à partir du vecteur E. coli pUC19. Les gènes pyrEF et  lacS de S. 
islandicus sont utilisés comme marqueurs génétiques permettant  la sélection et  la visualisation des 
transformants  chez  les  archées.  Les  fragments  marqués  comme  OUT  et  IN  correspondent, 
respectivement, aux régions en amont et en aval du gène, et  le  fragment TARGET à  la  fin du gène 
cible.  Les  séquences  homologues  OUT,  TARGET  et  IN  ont  été  amplifiées  par  PCR  à  partir  du 
chromosome hôte.  
La figure 47.B1 détaille  la position relative des fragments d’ADN clonés et  leur  implication dans  les 
différentes  étapes  de  recombinaison.  La  localisation  des  fragments  clonés  est  telle  que  les 
remaniements provoqués par l’intégration de la cassette n’auront aucune incidence sur l’intégrité du 
gène  cible,  sta1.  Le  premier  événement  de  recombinaison  entre  les  régions  TARGET  et  IN  du 
plasmide  et  du  chromosome  intègre  la  cassette  et  une  deuxième  copie  de  la  région OUT.  Cette 
recombinaison n’inactive pas le gène sta1 (Figure 47.B1). Le deuxième événement de recombinaison 
se réalise entre  les deux copies des séquences   « OUT » et excise  la cassette et  le gène sta1 (Figure 
47.B2). 
Après la linéarisation du plasmide pSTA1‐123, les cellules de la souche réceptrice S. islandicus E233S 
∆pyrEF ∆lacS (dérivée de la souche REY15A) ont été transformées par électroporation (1.5kV, 600Ω, 
25µF).  Avec  1µg  d’ADN  plasmidique  électroporé  et  après  dix  jours  d’incubation  à  78°C,  environ 
soixante colonies de  transformants ont été observées sur  les boites de sélection  (milieu pauvre en 
uracile).  L’efficacité  de  transformation  observée  correspond  à  celle  décrite  dans  la  littérature 
(Berkner et al., 2007).  Les  colonies possèdent  les  locus pyrEF et  lacS  fonctionnels, puisque que  la 
croissance a  lieu dans un milieu sélectif sans uracile et que  le test de coloration avec du X‐gal s’est 
avéré positif pour 100% des colonies testées. A ce stade, nous avons conclu que les deux phénotypes 
observés  (Ura+  et  Lac+)  confirmaient  l’intégration  de  la  cassette  dans  le  génome  de  S.  islandicus 
E233S. 
A partir des colonies uniques de ces transformants, des cultures liquides ont été lancées en vue de la 
deuxième  étape  de  sélection,  la  recherche  des  recombinants Ura‐,  qui  devraient majoritairement 
correspondre aux mutants KO de sta1 recherchés. La sélection de ces recombinants en présence de 
5‐FOA se réalise en milieu liquide et demande plusieurs cycles successifs de croissances‐dilutions.  
Au cours de la croissance dans le milieu toxique pour les cellules Ura+, l’état de la région sta1 a été 
analysé par PCR. Comme l’explique la Figure 50, le choix des amorces utilisées pour cette analyse est 
tel que la présence et l’accumulation des mutants sta1 devraient se manifester par l’apparition d’un 
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amplicon d’une longueur plus petite (2100 pb) par rapport aux amplicons correspondant à la souche 
initiale sta1+ (2402 pb) et au transformant (6500pb). 
 
Figure 50 : Vérification par PCR des colonies  initiales de  transformants.    (A) Le couple d’amorces 
flanquantes est représenté et  les tailles attendues des fragments amplifiés sont données en pb, (B) 
Les fragments correspondant à  la région du gène cible sta1 ont été amplifiés par PCR sur  la souche 
Sulfolobus  islandicus E233S  (puits E233S) et une culture de  transformant  (puits 14) après plusieurs 
cycles de purification. Les tailles observées sont celles attendues : 2402pb pour le wt, 6500pb pour le 
transformant et 2010pb pour le mutant Δsta1.  
Les résultats obtenus  (Figure 50B) démontrent clairement que  les recombinants  issus du deuxième 
événement de recombinaison apparaissent comme attendu. Il est difficile d’estimer la fréquence de 
cet événement mais l’intensité de  l’amplicon de 2100 pb indique, certes de façon indirecte, qu’il ne 
s’agit pas d’un  événement  exceptionnellement  rare.  Etant donné que  les mutants sta1  sont par 
défaut  pyrEF‐,  quelle  que  soit  la  fréquence  de  cet  événement  de  recombinaison,  ces  mutants 
devraient s’accumuler au cours de croissance suite à la pression de sélection imposée par la présence 
de  5‐FOA.  Si  le  gène  sta1  n’est  pas  un  gène  essentiel,  l’augmentation  après  plusieurs  jours 
d’incubation du  signal de  l’amplicon  correspondant  et  la possibilité d’obtenir  la  croissance de  ces 
mutants pyrEF‐sta1  lacS‐ en milieu solide en  tant que colonies  isolées pourraient être attendues. 
Nous avons observé  le  contraire. Tout d’abord,    le  signal de PCR  restait assez  faible  indiquant un 
problème évident dans  la viabilité des cellules sta1. Nous n’avons également  jamais pu obtenir  la 
croissance des colonies pyrEF‐ sta1 sur un milieu solide. Pour obtenir ces colonies, à  l’issue d’une 
trentaine de cycles de purification et de dilutions successives des cultures, les cellules ont été étalées 
sur un milieu solide complété par de l’uracile (20 mg.L‐1) et du 5‐FOA (50 mg.L‐1). En présence de X‐
Gal,  toutes  les  colonies  Ura‐  observées  étaient  bleues  (Figure  51).  Cela  indique  que  les  cellules 
présentent un phénotype Lac+ et Ura‐. L’apparition des mutants Ura‐ Lac+ n’est pas étonnante car le 
phénotype Ura‐ peut apparaitre à  la  suite de  la  recombinaison homologue entre  les  régions OUT‐
OUT  (dans ce cas,  ils  sont  forcément  Lac‐) mais aussi à  la  suite de mutations  spontanées dans  les 
gènes pyrEF+. Dans ce cas, les mutants sont Ura‐, Lac+ et sta1+. 
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Seul ce type de mutant est viable après cette sélection. Quinze colonies Ura‐ LacS+ ont été vérifiées 
par PCR. Aucune ne porte allèle sta1 sur son chromosome. Les mutants KO du gène sta1, dont  le 
signal correspondant était observé par PCR ne sont pas viables 
L’ensemble de ces résultats suggère très fortement que le gène sta1 est un gène essentiel.  
 
Figure 51 : Coloration au X‐Gal des colonies obtenues à partir des cultures de transformants. Les 
colonies se colorent en bleues sur un milieu riche avec du 5‐FOA et de l’uracile, en présence de X‐Gal. 
Elles sont lacS+ et pyrEF‐. A partir des transformants lacS+ pyrEF+, seulement des mutants ponctuels 
lacS+ pyrEF‐ ont été obtenus.  
Nous  avons  tenté  de  répéter  cette  expérience  en  présence  de  la  deuxième  copie  du  gène  sta1+ 
portée par un plasmide capable de se maintenir chez S. islandicus.  
Dans ce vecteur  (pSSR‐Asta1),  le gène sta1 est exprimé sous  le contrôle d’un promoteur  inductible 
par  l’arabinose  (promoteur  araS  de  S.  islandicus).  Pour  pouvoir  sélectionner  les  transformants 
portant ce vecteur, le gène de résistance à la simvastatine, hmg (issu de S. islandicus) a été cloné sur 
le vecteur pSSR‐Asta1. 
Le but était de démontrer l’apparition en présence d’arabinose, des mutants Δsta1 chromosomiques 
viables car la délétion de la copie résidente du gène sta1 serait complémentée par la présence d’une 
copie  plasmidique  et  fonctionnelle  du même  gène.  Ces mutants  devraient  également  fortement 
ralentir sa croissance (voir mourir) en l’absence d’arabinose.  
Parallèlement,  en  absence  d’arabinose,  il  devrait  toujours  être  impossible  d’obtenir  les mutants 
Δsta1.  
La sélection des cellules transformées portant ce plasmide d’expression reposait sur la résistance à la 
simvastatine. Cette  sélection est décrite  comme  très  incertaine, dépendante de  la  souche utilisée 
(Whitaker and Zhang, 2010) et même de l’état du milieu, liquide ou solide. Malheureusement, nous 
n’avons pas trouvé  la dose utilisable de simvastatine permettant de sélectionner  les  transformants 
portant le plasmide ad hoc. En conséquence, l’approche du « gène de sauvetage»  n’a pu être utilisée 
pour élucider l’essentialité du gène sta1.   
D’après les indications que nous disposons, le rôle de Sta1 semble être essentiel au sein de la cellule. 
Mais, la question concernant le rôle biologique de Sta1 et sur l’étendue de son régulon reste ouverte.  
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4. Nouvelles  cibles  et mécanisme  inédit de  régulation  transcriptionnelle 
par  une  protéine  de  la  famille  RHH  codée  par  le  virus  d’archées 
hyperthermophiles SIRV1 
C. Danioux, N. Peixeiro, A. Joubert, O. Piétrement, P. Forterre, D. Prangishvili, E. Le Cam, G. Sezonov 
1. Résumé  
L’analyse structurale et fonctionnelle de la protéine SvtR, codé par le virus Sulfolobus islandicus rod‐
shaped 1 (SIRV1), qui  infecte  la crénarchée S.  islandicus, révèle un motif de  liaison à  l’ADN de type 
RHH. SvtR est  impliquée dans  la régulation transcriptionnel de deux gènes viraux : son propre gène 
gp08 et  le gène gp30 codant pour une protéine structurale  (Guillière et al., 2009). Cependant, son 
mécanisme d’action  sur  les promoteurs  sous  son contrôle ainsi que  la  liste complète de  ses cibles 
dans le génome viral restaient à établir. 
Tout d’abord,  le site consensus reconnu par  la protéine SvtR a été défini à  l’aide d’une mutagénèse 
systématique  d’un  de  ses  sites  déjà  caractérisé  et  de  l’analyse  de  fixation  de  SvtR  à  78  versions 
mutées de ce site. La  recherche  in silico du site consensus déterminé par cette approche a permis 
d’identifier douze sites candidats pouvant fixer SvtR, dont quatre étaient déjà connus. La  liaison de 
SvtR à six nouveaux candidats a été confirmée par les expériences d’AG‐EMSA et pour quatre d’entre 
eux, le rôle prédit de SvtR a été confirmé par des expériences de transcription in vitro. Selon la cible, 
SvtR agit soit comme un activateur, soit  comme un répresseur transcriptionnel. 
Pour certains des gènes  régulés par SvtR,  le site de  liaison est situé entre soixante et quatre‐vingt 
nucléotides en amont des promoteurs correspondants. En prenant comme modèle le promoteur du 
gène gp30, nous avons pu démontrer  indirectement, par  l’analyse par footprinting à  la DNase, ainsi 
que directement, par  l’observation sous microscope AFM/EM,  la polymérisation de  la protéine SvtR 
depuis son site de binding  initial  jusqu’au promoteur. Une certaine concentration  intracellulaire de 
SvtR sera nécessaire pour déclencher sa polymérisation indispensable pour atteindre les promoteurs 
régulés à distance, faisant de SvtR « une horloge moléculaire » du cycle viral. 
A notre connaissance, ce mécanisme peu commun de régulation à distance n’a jamais été décrit chez 
les Archaea. 
2. Présentation de l’étude ‐ introduction 
Des publications récentes décrivant plusieurs membres de  la famille Rudiviridae ont établi ces virus 
comme des modèles appropriés pour  l’étude approfondie de  la biologie des virus des Archées. Ces 
modèles ont déjà été utilisés pour décrire le mécanisme d’infection, les interactions hôte‐virus (Bize 
et  al.,  2009, Quax  et  al.,  2010;  2011;  Snyder  et  al.,  2013; Quemin  et  al.,  2013),  la  réplication  du 
génome  viral  (Peng  et  al.,  2010)  ainsi que  la  régulation  de  la  transcription  (Guillière  et  al.,  2009; 
Okutan et al., 2013; Quax et al., 2013; Peixeiro et al., 2013). Malgré de fortes avancées,  les aspects 
moléculaires de la biologie des virus des crénarchées sont encore peu connus.  
Les analyses  in silico  révèlent  la diversité des  régulateurs  transcriptionnels codés par  les différents 
virus d’archées (Prangishvili et al., 2006). Les motifs structuraux les plus répandus dans ces protéines 
sont  les motifs  HTH  (Helix‐Turn‐Helix)  et  RHH  (Ribbon‐Helix‐Helix).  Les  protéines  avec  ce  dernier 
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domaine  sont  codées  par  presque  tous  les  virus  de  crénarchées  (Prangishvili  et  al.,  2006)  et  par 
certains des virus d’euryarchées (Geslin et al., 2007). En outre, un certain nombre de virus d’archées 
codent  également  pour des protéines  contenant des domaines doigts de  zinc  et  swapped‐hairpin 
(Prangishvili et al., 2006) comme cela a été développé dans la partie Introduction (I.4.2.e).  
Les protéines RHH sont des  régulateurs  transcriptionnels bien connus, présents dans  les domaines 
Bacteria  et  Archaea  et  leurs  virus  respectifs,  où  ce  motif  de  liaison  à  l’ADN  apparaît  être  une 
structure  très  fréquente  (Schreiter and Drennan, 2007). De  façon  remarquable,  les protéines RHH 
semblent  être  absentes  chez  les  Eukarya  (Schreiter  and Drennan, 2007). Bien que plus de quatre 
mille protéines RHH soient actuellement prédites par les analyses in silico, seules quelques‐unes ont 
été étudiées expérimentalement (Schreiter and Drennan, 2007). 
Les  structures  de  vingt‐unes  protéines  RHH  sont  actuellement  disponibles  (Guillière  et  al.,  2009; 
Peixeiro et al., 2013; Gomis‐Ruth et al., 1998; Somers and Phillips, 1992). Parmi elles,  le répresseur 
méthionine MetJ (Somers and Phillips, 1992), le régulateur du nombre de copies de plasmides CopG 
(Gomis‐Ruth et al., 1998; Costa et al., 2001; del Solar et al., 2002; Hernandez‐Arriaga et al., 2009) et 
les répresseurs Mnt et Arc du bactériophage P22 (Raumann et al., 1994; He et al., 1992) peuvent être 
considérées comme les protéines RHH prototypiques. Le motif RHH consiste en un brin β N‐terminal 
et deux hélices α connectées par un court tour. Les protéines RHH forment des dimères fonctionnels 
entrelacés à travers la formation d’un feuillet β des brins N‐terminaux. Toutes les protéines RHH lient 
l’ADN  comme  des  oligomères  d’ordre  élevé  et  établissent  des  contacts  au  niveau  de  répétitions 
inversées ou en  tandem dans  les  séquences opératrices. Une présentation détaillée des protéines 
RHH est faite dans le Chapitre Introduction (1.4.2.5). 
L’abondance  des  gènes  codant  pour  des  protéines  appartenant  à  la  famille  RHH  souligne  leur 
importance dans  la  régulation  transcriptionnelle des gènes viraux et chromosomiques  (Krupovic et 
al.,  2012). Malgré  leur  abondance  dans  les  génomes  des  virus  d’archées,  seuls  deux  régulateurs 
transcriptionnels de virus d’archées, les protéines SvtR codée par le virus SIRV1 (Guillière et al., 2009) 
et AvtR codée par le virus AFV6 (Peixeiro et al., 2013) ont été étudiés en détails jusqu’ici. 
Chez les archées, la transcription est effectuée par des protéines spécialisées qui ressemblent à celles 
retrouvées  chez  les eucaryotes.  Si  le  fonctionnement de  la machinerie basale de  transcription est 
assez  bien  compris,  il  n’en  est  pas  de même  pour  la  régulation  de  son  activité. Nous  avons  été 
particulièrement intéressés d’étudier le mécanisme de régulation de la transcription dans un modèle 
biologique où l'activité d'une version simplifiée de l'appareil de transcription eucaryote est contrôlée 
par des protéines régulatrices de type « bactérien ».  
La protéine SvtR (Sulfolobus viral transcriptionnal Repressor) codée par le rudivirus SIRV1, qui infecte 
la  crénarchée  hyperthermophile  S.  islandicus  a  été  caractérisée  comme  un  régulateur 
transcriptionnel  (Guillière  et  al.,  2009).  La  structure  RMN  de  la  protéine  révèle  un  domaine  RHH 
typique (Figure 52). La protéine SvtR forme un dimère et lie l’ADN par son feuillet β. Certaines de ces 
cibles  ont  été  identifiées  dans  le  génome  de  SIRV1.  Il  a  été  démontré  que  la  protéine  se  lie  aux 
régions promotrices de deux opérons  localisés aux extrémités du génome et qui  codent pour des 
protéines sans fonctions connues. SvtR autorégule l’expression de son propre gène gp08 et réprime 
la  transcription  du  gène  gp30  qui  code  pour  une  protéine  structurale  de  la  capside  virale. 
Récemment,  l’étude par  l’approche de  l’ARN‐seq  (Quax et al., 2013) a donné une vision globale du 
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transcriptome d’une souche de S. islandicus infectée par SIRV2 permettant de comparer les données 
in silico et in vitro déjà disponibles.  
 
Figure 52 : Structures des dimères des protéines SvtR  (A) et CopG  (B) de  la  famille des protéines 
RHH.  (A)  SvtR  est  codée  par  le  virus  SIRV1  (Guillière  et  al.,  2009)  et  (B)  CopG  est  codée  par  le 
plasmide streptococal pMV158 (Gomis‐Rüth et al., 1998). Ces deux protéines présentent un motif de 
liaison à l’ADN Ribbon‐Helix‐Helix (RHH). 
Dans cette étude, nous nous sommes focalisés sur la protéine SvtR de 6.6kDa, codée par le rudivirus 
SIRV1. Cette protéine est également présente chez SIRV2 (Prangishvili et al., 2013). 
Bien que  la  structure de cette protéine et  sa  fonction aient été précédemment décrites en détails 
(Guillière et al., 2009), son mécanisme d’action et la liste complète de ses cibles dans le génome du 
virus restaient à établir au début de mon projet de thèse.  
Au cours de ce  travail,  le site consensus  reconnu par  la protéine SvtR a été défini par une analyse 
mutationnelle systématique. Au moins dix gènes viraux (22% de tous les gènes) ont été révélés sous 
le contrôle de SvtR et pour quatre d’entre eux, le rôle prédit de SvtR a été confirmé par EMSA et par 
transcription in vitro. 
Nous avons également démontré que pour certaines de ses cibles la régulation par SvtR implique la 
polymérisation de  la protéine  sur une  longue  région qui  sépare  son  site principal et  le promoteur 
régulé. Ce mode de  régulation  rappelle celui de AvtR déjà décrit par notre équipe  (Peixeiro et al., 
2013). Cela indique qu’il ne s’agit peut‐être pas d’un mécanisme isolé. 
La  caractérisation détaillée de  cibles de  SvtR permettra de mieux  comprendre  les mécanismes de 
régulation du cycle d’infection du virus modèle d’archée SIRV1/2. 
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3. Matériels et Méthodes 
a. Clonage, expression et purification de la protéine  
Le protocole pour purifier la protéine SvtR (gène gp08 ou ORF56b chez le virus SIRV1) est décrit par 
Guillière et al., 2009. 
b. Oligonucléotides  
Les oligonucléotides ont été achetés auprès de Sigma‐Aldrich.  L’ADN double brin a été obtenu en 
hybridant  les  oligonucléotides  simple  brin  correspondants.  Pour  les  expériences  PAGE,  les 
oligonucléotides ont été marqués au γ‐P32 à l’aide de la T4 kinase (Fermentas®) et de suite hybridés 
avec leur oligonucléotide complémentaire non‐marqué pour obtenir de l’ADN double brin.  
c. Experiences d’EMSA (Electrophoretic gel mobility shift assays) 
Des  fragments  d’ADN  double  brin  de  39pb  issus  de  la  région  promotrice  du  gène  gp30  (position 
16903‐16941  de  la  séquence  du  variant  VIII  du  virus  SIRV1;  NP_666596.1)  ont  été  obtenus  en 
utilisant  les  oligonucléotides  commerciaux  simple  brin.  Chaque  nucléotide  du  site  de  liaison 
précédemment  identifié  (Guillière  et  al.,  2009)  en  amont  du  gène  gp30  a  été  substitué 
exhaustivement à partir de la séquence initiale (Tableau 13). Des transitions (T vers C et A vers G, et 
vice versa) et des transversions (T vers G et A vers C, et vice versa) de nucléotides ont été réalisées. 
Comme  témoin négatif pour  les expériences de binding avec SvtR, nous avons utilisé un  fragment 
d’ADN  de  trente‐neuf  nucléotides  ne  provenant  pas  de  la  séquence  de  SIRV1  (contrôle  non 
spécifique). 
Des  fragments  d’ADN  double  brin  de  60pb  issus  de  la  région  promotrice  du  gène  gp30  ont  été 
obtenus  en  utilisant  les  oligonucléotides  commerciaux  simples  brin.  La  séquence  entre  le  site  de 
liaison de SvtR et la région promotrice du gène gp30 a été mutée pour étudier l’implication de sites 
secondaires hypothétiques de la protéine SvtR dans l’oligomérisation de la protéine. 
Chaque fragment double brin marqué au γ‐P32(1.5pmol, ~75ng) a été  incubé en présence de 2µl de 
50% (v/v) glycérine et 1µg d’ADN non‐spécifique (sperme de saumon) dans un volume final de 20µl 
de tampon (50 mM Tris‐HCl, pH 8.0, 75 mM KCl, 25 mM MgCl2 et 1 mM DTT) pendant 15 minutes à 
68°C, avec des concentrations différentes de SvtR (de 0 à 15µM).  Puis, les complexes ADN‐protéines 
ont été migrés dans un gel non dénaturant 8% 37.5:1 acrylamide/bisacrylamide. La migration a eu 
lieu dans du tampon TBE (89mM Tris‐Borate, 2mM NaEDTA, pH 8.3). Après la migration, le gel a été 
séché par un vacuum, exposé sur des Amersham Biosciences HyperfilmTM MP et développé avec une 
machine Kodak X‐OMAT 2000. 
d. Agarose Gel EMSA (AG‐EMSA)  
Les fragments d’ADN ont été générés par PCR en utilisant les primers décrits dans le Tableau 13. 
La mobilité des  fragments d’ADN générés est analysée dans des gels d’agarose. Les  fragments   de 
chaque groupe ont été  incubés dans 20µl de  tampon de binding  (10 mm Tris‐HCl, pH 8.0, 10 mm 
HEPES, 1 mm EDTA, 1 mm dithiothreitol, 50 mm KCl, 50 μg/ml sérum albumine bovine) pendant 15 
minutes à 68°C avec des quantités croissantes de SvtR  (de 0 à 2µM). 5µl de tampon de charge  (20 
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mm Tris‐HCl, 10 mm EDTA, 50% glycérol) a été ajouté et 20µl de l’échantillon a été analysé dans des 
gels d’agarose 1.2%. Les échantillons ont été migrés à 135V pendant 10 minutes, suivi d’une heure de 
migration à 100V et visualisés sous lumière UV après coloration au bromure d’éthidium. 
e. Expériences de transcription in vitro (IVT) 
L’ARN  polymérase  de  S.  solfataricus  et  les  facteurs  de  transcription  TBP  et  TFB  ont  été  purifiés 
comme décrit précédemment  (Abella et al., 2007). Des essais de transcription  in vitro (IVT) ont été 
réalisés pour évaluer  l’influence de  la protéine SvtR sur  la  transcription des promoteurs des gènes 
gp03,  gp07,  gp19,  gp20  et  gp30.  Les  produits  de  PCR  des  promoteurs  des  gènes  gp03  (318pb, 
position 1910‐2227 dans  la séquence du variant VIII de SIRV1; NP_666596.1) gp07 (310pb, position 
4977‐5286),  gp19  (222pb,  position  10964‐11185),  gp20  (321pb,  position  11610‐11930)  et  gp30 
(363pb, position 16746‐17108) (Tableau 13) sont produits à partir de  l’ADN génomique de SIRV1 et 
clonés directement dans le vecteur de clonage pDrive (Qiagen) par T/A clonage. Un plasmide portant 
le  promoteur  T6  du  virus  SSV,  utilisé  comme  contrôle  dans  les  expériences  d’IVT,  a  été  généré 
comme décrit par Qureshi et al., 1997. 
Tableau  13 : Oligonucléotides  utilisés  pour  les  expériences.  En  rouge  souligné :  substitutions  de 
nucléotides par rapport à la séquence initiale. 
Nom  Séquence (5’‐3’) Application
EMSA – définition du site consensus de SvtR 
SvtR_39mers  ATTACAATTTTTCAACAGCTAAATGCAAAAAATTAACAG Contrôle positif
39mers  CAGTGTTTTGAGGTATGGATAGGTATGATGACGCCATGC Contrôle négatif
SvtR_1  TTTACAATTTTTCAACAGCTAAATGCAAAAAATTAACAG Transition
SvtR_2  ACTACAATTTTTCAACAGCTAAATGCAAAAAATTAACAG Transition
SvtR_3  ATCACAATTTTTCAACAGCTAAATGCAAAAAATTAACAG Transition
SvtR_4  ATTGCAATTTTTCAACAGCTAAATGCAAAAAATTAACAG Transition
SvtR_5  ATTATAATTTTTCAACAGCTAAATGCAAAAAATTAACAG Transition
SvtR_6  ATTACGATTTTTCAACAGCTAAATGCAAAAAATTAACAG Transition
SvtR_7  ATTACAGTTTTTCAACAGCTAAATGCAAAAAATTAACAG Transition
SvtR_8  ATTACAACTTTTCAACAGCTAAATGCAAAAAATTAACAG Transition
SvtR_9  ATTACAATCTTTCAACAGCTAAATGCAAAAAATTAACAG Transition
SvtR_10  ATTACAATTCTTCAACAGCTAAATGCAAAAAATTAACAG Transition
SvtR_11  ATTACAATTTCTCAACAGCTAAATGCAAAAAATTAACAG Transition
SvtR_12  ATTACAATTTTCCAACAGCTAAATGCAAAAAATTAACAG Transition
SvtR_13  ATTACAATTTTTTAACAGCTAAATGCAAAAAATTAACAG Transition
SvtR_14  ATTACAATTTTTCGACAGCTAAATGCAAAAAATTAACAG Transition
SvtR_15  ATTACAATTTTTCAGCAGCTAAATGCAAAAAATTAACAG Transition
SvtR_16  ATTACAATTTTTCAATAGCTAAATGCAAAAAATTAACAG Transition
SvtR_17  ATTACAATTTTTCAACGGCTAAATGCAAAAAATTAACAG Transition
SvtR_18  ATTACAATTTTTCAACAACTAAATGCAAAAAATTAACAG Transition
SvtR_19  ATTACAATTTTTCAACAGTTAAATGCAAAAAATTAACAG Transition
SvtR_20  ATTACAATTTTTCAACAGCCAAATGCAAAAAATTAACAG Transition
SvtR_21  ATTACAATTTTTCAACAGCTGAATGCAAAAAATTAACAG Transition
SvtR_22  ATTACAATTTTTCAACAGCTAGATGCAAAAAATTAACAG Transition
SvtR_23  ATTACAATTTTTCAACAGCTAAGTGCAAAAAATTAACAG Transition
SvtR_24  ATTACAATTTTTCAACAGCTAAACGCAAAAAATTAACAG Transition
SvtR_25  ATTACAATTTTTCAACAGCTAAATACAAAAAATTAACAG Transition
SvtR_26  ATTACAATTTTTCAACAGCTAAATGTAAAAAATTAACAG Transition
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SvtR_27  ATTACAATTTTTCAACAGCTAAATGCGAAAAATTAACAG Transition
SvtR_28  ATTACAATTTTTCAACAGCTAAATGCAGAAAATTAACAG Transition
SvtR_29  ATTACAATTTTTCAACAGCTAAATGCAAGAAATTAACAG Transition
SvtR_30  ATTACAATTTTTCAACAGCTAAATGCAAAGAATTAACAG Transition
SvtR_31  ATTACAATTTTTCAACAGCTAAATGCAAAAGATTAACAG Transition
SvtR_32  ATTACAATTTTTCAACAGCTAAATGCAAAAAGTTAACAG Transition
SvtR_33  ATTACAATTTTTCAACAGCTAAATGCAAAAAACTAACAG Transition
SvtR_34  ATTACAATTTTTCAACAGCTAAATGCAAAAAATCAACAG Transition
SvtR_35  ATTACAATTTTTCAACAGCTAAATGCAAAAAATTGACAG Transition
SvtR_36  ATTACAATTTTTCAACAGCTAAATGCAAAAAATTAGCAG Transition
SvtR_37  ATTACAATTTTTCAACAGCTAAATGCAAAAAATTAATAG Transition
SvtR_38  ATTACAATTTTTCAACAGCTAAATGCAAAAAATTAACGG Transition
SvtR_39  ATTACAATTTTTCAACAGCTAAATGCAAAAAATTAACAA Transition
SvtR_1bis  ATTACAATTTTTCAACAGCTAAATGCAAAAAATTAACAG Transversion
SvtR_2bis  AGTACAATTTTTCAACAGCTAAATGCAAAAAATTAACAG Transversion
SvtR_3bis  ATGACAATTTTTCAACAGCTAAATGCAAAAAATTAACAG Transversion
SvtR_4bis  ATTCCAATTTTTCAACAGCTAAATGCAAAAAATTAACAG Transversion
SvtR_5bis  ATTAAAATTTTTCAACAGCTAAATGCAAAAAATTAACAG Transversion
SvtR_6bis  ATTACCATTTTTCAACAGCTAAATGCAAAAAATTAACAG Transversion
SvtR_7bis  ATTACACTTTTTCAACAGCTAAATGCAAAAAATTAACAG Transversion
SvtR_8bis  ATTACAAGTTTTCAACAGCTAAATGCAAAAAATTAACAG Transversion
SvtR_9bis  ATTACAATGTTTCAACAGCTAAATGCAAAAAATTAACAG Transversion
SvtR_10bis  ATTACAATTGTTCAACAGCTAAATGCAAAAAATTAACAG Transversion
SvtR_11bis  ATTACAATTTGTCAACAGCTAAATGCAAAAAATTAACAG Transversion
SvtR_12bis  ATTACAATTTTGCAACAGCTAAATGCAAAAAATTAACAG Transversion
SvtR_13bis  ATTACAATTTTTAAACAGCTAAATGCAAAAAATTAACAG Transversion
SvtR_14bis  ATTACAATTTTTCCACAGCTAAATGCAAAAAATTAACAG Transversion
SvtR_15bis  ATTACAATTTTTCACCAGCTAAATGCAAAAAATTAACAG Transversion
SvtR_16  ATTACAATTTTTCAAAAGCTAAATGCAAAAAATTAACAG Transversion
SvtR_17  ATTACAATTTTTCAACCGCTAAATGCAAAAAATTAACAG Transversion
SvtR_18bis  ATTACAATTTTTCAACATCTAAATGCAAAAAATTAACAG Transversion
SvtR_19bis  ATTACAATTTTTCAACAGATAAATGCAAAAAATTAACAG Transversion
SvtR_20bis  ATTACAATTTTTCAACAGCGAAATGCAAAAAATTAACAG Transversion
SvtR_21bis  ATTACAATTTTTCAACAGCTCAATGCAAAAAATTAACAG Transversion
SvtR_22bis  ATTACAATTTTTCAACAGCTACATGCAAAAAATTAACAG Transversion
SvtR_23bis  ATTACAATTTTTCAACAGCTAACTGCAAAAAATTAACAG Transversion
SvtR_24bis  ATTACAATTTTTCAACAGCTAAAGGCAAAAAATTAACAG Transversion
SvtR_25bis  ATTACAATTTTTCAACAGCTAAATACAAAAAATTAACAG Transversion
SvtR_26bis  ATTACAATTTTTCAACAGCTAAATGAAAAAAATTAACAG Transversion
SvtR_27bis  ATTACAATTTTTCAACAGCTAAATGCCAAAAATTAACAG Transversion
SvtR_28bis  ATTACAATTTTTCAACAGCTAAATGCACAAAATTAACAG Transversion
SvtR_29bis  ATTACAATTTTTCAACAGCTAAATGCAACAAATTAACAG Transversion
SvtR_30bis  ATTACAATTTTTCAACAGCTAAATGCAAACAATTAACAG Transversion
SvtR_31bis  ATTACAATTTTTCAACAGCTAAATGCAAAACATTAACAG Transversion
SvtR_32bis  ATTACAATTTTTCAACAGCTAAATGCAAAAACTTAACAG Transversion
SvtR_33bis  ATTACAATTTTTCAACAGCTAAATGCAAAAAAGTAACAG Transversion
SvtR_34bis  ATTACAATTTTTCAACAGCTAAATGCAAAAAATGAACAG Transversion
SvtR_35bis  ATTACAATTTTTCAACAGCTAAATGCAAAAAATTCACAG Transversion
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SvtR_36bis  ATTACAATTTTTCAACAGCTAAATGCAAAAAATTACCAG Transversion
SvtR_37bis  ATTACAATTTTTCAACAGCTAAATGCAAAAAATTAAAAG Transversion
SvtR_38bis  ATTACAATTTTTCAACAGCTAAATGCAAAAAATTAACAG Transversion
SvtR_39bis  ATTACAATTTTTCAACAGCTAAATGCAAAAAATTAACAC Transversion
EMSA – Etudes des sites secondaires hypothétiques dans la région du gène gp30 
SvtR‐60‐wt  ACAATTTTTCAACAGCTAAATGCAAAAAATTAACAGATGTAGAATTGAAAGAACTTTTAG  Contrôle
SvtR‐60‐hyp3  ACAATTTTTCAACAGCTAAATGCAAACGATTAACAGATGTAGCGTTGAAAGGACGTTTAG  Muté
Footprinting à la DNAse I – Etude de l’oligomérisation de SvtR 
gp30_363F 
gp30_363R 
AGTTTAGGTTATCCCATTTCTGCT 
AAACTTTACTAATTGGATATCTAG 
Amplification PCR –
Région du gène gp30 
chez SIRV1 (363pb) 
gp30_80  CGATAAAAAAAGCTAATTTTTTTATATAGTTGTCATTACA AAAAAATTAACAGATGTAGATTTTTAGTAATGTTTATAAT Site de SvtR absent 
Microscopie – Etude de l’oligomérisation de SvtR 
gp30_504F 
gp30_504R 
TACAAATTTCACAGAGATTAGAAG 
TATCCAATTAGTAAAGTTTTCCAA 
Amplification PCR  
Région du gène gp30 chez SIRV1 (504pb) 
AG – EMSA et IVT – Amplification des régions promotrices des gènes cibles 
gp0304_318F 
gp0304_318R 
GAAAAAACAAGGCAATAAATTAAA 
AAACCGCTCTCAGTAGTTTCAAAT 
Amplification PCR 
 Promoteur des gènes gp03‐04 (318pb) 
gp07_310F 
gp07_310R 
AGTGGAATTTCAAATACTGCTCCA 
TGGCTTAGCAATTTAGCTAGCTTA 
Amplification PCR 
Promoteur du gène gp07 (310pb) 
gp12_244F 
gp12_244R 
TATGCAGATTGTGGGAATTTGGA 
ATACCAACTTCAGATGGAAAAAT 
Amplification PCR  
Promoteur du gène gp12 (244pb) 
gp14_268F 
gp14_268R 
GGTTAACGGTAGACATTATCGTTT 
ACTGTTGGCTCTTGGTCTCAACTC 
Amplification PCR 
Promoteur du gène gp14 (268pb) 
gp19_222F 
gp19_222R 
AGCAGATATGACAATTTAATAGTT 
TATGATCTTCCTTTGGCTAGCGTA 
Amplification PCR 
Promoteur du gène gp19 (222pb) 
gp20_321F 
gp20_321R 
CTATATATTCCCCAGTTCTCAAAC 
TTCAGAAACATTAGATATAGAAGA 
Amplification PCR 
Promoteur du gène gp20 (321pb) 
gp26_304F 
gp26_304R 
GAAAATGCAGGGAAAGATTTTCTA 
CAGCTCCACCGAATTTCTACTCTA 
Amplification PCR 
Promoteur du gène gp26 (304pb) 
gp30_363F 
gp30_363R 
AGTTTAGGTTATCCCATTTCTGCT 
AAACTTTACTAATTGGATATCTAG 
Amplification PCR 
Promoteur du gène gp30 (363pb) 
gp33_315F 
gp33_315R 
CAAATTCGAATTCCCTCCAATAACA 
TATCTCCTCCAACTATAGAAGGTTT 
Amplification PCR 
Promoteur du gène gp33 (315pb) 
2160R  CAAAAAATACATATAGAACTACATC Primer extension, gp03‐04, transcrit de 42nt
5080R  CCATATAGAGAAGATTTATTGAAAA Primer extension, gp07, transcrit de 80nt
11190R  ATTTTGCGTACCTTTGGCTATATGA Primer extension, gp19, transcrit de 57nt
11720R  GACATTCATATCCTAAGAGTGCCAT Primer extension, gp20, transcrit de 60nt
17068R  AATTAGGAACATTCTTTGCAGATGA Primer extension, gp30, transcrit de 84nt
Les  réactions de  transcription  in  vitro  sont  réalisées  avec 100ng du plasmide ADN  correspondant, 
0.2mm de NTP, 5ng de TBP, 5ng de TFB, 125ng d’ARN polymérase et des concentrations variantes de 
SvtR (0 à 15µM). Les réactions sont effectuées pendant 20 minutes à 68°C dans 50µl de tampon de 
transcription  (50 mm  Tris‐HCl,  pH  8.0,  75 mm  KCl,  25 mm MgCl2,  and  1 mm  dithiothreitol).  Les 
réactions sont stoppées en ajoutant 250µl de tampon NEW (10 mm Tris‐HCl, pH 8.0, 750 mm NaCl, 
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10 mm EDTA, 0.5%  SDS,  and 40 mg/ml de  glycogène).  L’ARN  synthétisé  in  vitro est  isolé par une 
extraction  phénol‐chloroforme  suivie  par  une  précipitation  éthanol.  Les  produits  de  transcription 
sont  détectés  par  primer  extension  en  utilisant  des  primers  spécifiques  aux  séquences  pour  les 
échantillons  de  promoteurs  viraux  décrits  précédemment  (Kessler  et  al.,  2004  et  Qureshi  et  al., 
1997). Après  l’ajout de  20µl de  tampon de  charge  avec  50%  de  formamide,  20µl de  l’échantillon 
dénaturé a été analysé dans un gel polyacrylamide 10% dénaturant. Les gels ont été fixés dans 10% 
acide acétique‐10% éthanol, avant l’exposition et le développement. 
f. Footprinting à la DNase I  
Pour les expériences de footprinting à la DNase I, nous avons confectionné de longs fragments d’ADN 
double brin (100 ou 363pb), comportant ou non le site de fixation de la protéine SvtR et les régions 
en amont et en aval (Tableau 13). 
Les  échantillons ADN  ont  été  incubés  avec  la  protéine  SvtR  pendant  15 minutes  à  68°C,  dans  du 
tampon 50 mM Tris‐HCl, pH 8.0, 75 mM KCl, 25 mM MgCl2 et 1 mM DTT. Les échantillons ont été 
traités 5 minutes avec 1U de DNase  I  (Roche). Les réactions ont été arrêtées en ajoutant 200µL de 
solution  stop  (10  mM  Tris‐Hcl,  pH  8.0,  750  mM  NaCl,  10  mM  EDTA,  0.5%  SDS  et  40µg/ml  de 
glycogène). Puis,  l’ADN a été précipité en présence de 300µL d’éthanol 100% et 8µL de ARNt. Les 
culots ont été resupendus dans 20µL de bleu de charge (50% formamide). Les échantillons dénaturés 
ont été analysés dans un gel dénaturant 8% 19:1 acrylamide/bisacrylamide. 
Après  la  migration,  le  gel  a  été  séché  par  un  vacuum,  exposé  sur  des  Amersham  Biosciences 
HyperfilmTM MP et développé avec une machine Kodak X‐OMAT 2000. 
g. Méthodes bio‐informatiques – Recherche in silico des cibles SvtR 
Un script « Perl » qui utilise une matrice de pondération pour  la recherche de séquences similaires 
dans le génome de SIRV1 et des Sulfolobales a été écrit. La matrice a été construite avec les données 
sorties de  la définition de  la séquence consensus. Le script a analysé  les deux brins du génome en 
utilisant une fenêtre de vingt‐cinq nucléotides qui se déplace le long du génome. Pour la suite, seules 
les  séquences détectées  par  le programme qui  se  trouvaient  entre  ‐50  et  +100 de  la position du 
premier  codon  du  gène  et  qui  avaient  au moins  75%  de  la  note maximale  de  la matrice  ont  été 
gardées. 
h. Microscopie 
i. Complexes ADN‐protéines 
Les études de  fixation  (liaison) de SvtR ont été  réalisées en mélangeant 1,5 nM  (concentration en 
molécules  ou  sites)  d’ADN  (construction  d’ADN  de  502pb  avec  le  site  de  fixation  de  SVTR  ou 
construction d’ADN de 534 pb sans le site à partir du pET15b, Tableau 13) avec 400 nM de protéine 
SVTR  (soit un ratio 266 protéines par site/molécule d’ADN) dans un tampon Tris‐HCl 10 mM, pH 8,  
NaCl  30 mM  dans  un  volume  final  de  réaction  de  20 µL.  Le  temps  d’incubation  est  de  10 min  à 
température ambiante. 
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ii. Microscopie électronique à transmission (MET) 
5 µL de la réaction sont déposés sur des grilles de cuivre de 600 mesh recouvertes d'un film mince de 
carbone (moins de 5 nm) et fonctionnalisées avec un plasma de pentylamine (Dubochet et al., 1971). 
Les grilles  sont  lavées avec une  solution aqueuse à 2 %  (w/v) d’acétate d’uranyl puis  séchées. Les 
observations de microscopie électronique sont faites sur un microscope LEO Zeiss 902, en fond noir 
annulaire, avec élimination des électrons inélastiques en utilisant le spectromètre de perte d’énergie 
(mode  zero  loss)  pour  augmenter  le  contraste  (Le  Cam  and  Delain,  1995).  Les  images  ont  été 
enregistrées à des grandissements de 50000X, 85000X and 140000X avec une caméra CCD VELETA 
2kx2k et le logiciel d’acquisition iTEM (Olympus Soft Imaging Solution).  
iii. Microscopie à force atomique (AFM) 
5 µL de  la  réaction  sont déposés  sur une  surface de mica, prétraitée au préalable avec 50 µM de 
spermidine  (Pastré et al., 2006), pendant 1 minute. La surface de mica est ensuite rincée avec une 
solution  d’acétate  d’uranyle  2%,  puis  séchée  sur  papier  filtre.  L’analyse  se  fait  à  l’aide  d’un AFM 
Multimode (Bruker) équipé d’une électronique de contrôle Nanoscope V. Les  images sont obtenues 
en mode  contact  intermittent,  afin  d’éviter  la  dégradation  des  biomolécules,  à  l’aide  de  pointes 
AC160TS (Olympus). Les  images sont enregistrées à  la fréquence de 1 Hz et avec une résolution de 
1024 × 1024 pixels. Les images sont ensuite analysées à l’aide du logiciel d’acquisition du Nanoscope 
V et seul un filtre polynomial du 3ème ordre est appliqué sur toutes les images pour soustraire le bruit. 
4. Résultats 
a. Identification d’un site de liaison consensus de SvtR. 
Dans l’étude précédente publiée par notre équipe  (Guillière et al., 2009) , quatre cibles de SvtR dans 
le génome de SIRV1 ont été mises en évidence.  Il s’agit des promoteurs des gènes gp03/04, gp08, 
gp30 et gp43/44 dont gp08 code pour le régulateur lui‐même et gp30 code pour la protéine majeure 
de  la capside (Figure 53). La régulation de ce gène,  intervenant tard dans  la formation des capsides 
devrait  représenter une étape cruciale dans  le cycle de SIRV1. Cependant,  l’approche utilisée dans 
cette première étude pour  identifier  les  cibles de SvtR n’était pas  sans défauts.  Les  cibles ont été 
identifiées  par  la  technique  du  retard  sur  gel  en  testant,  en  présence  de  SvtR,  la mobilité  d’une 
dizaine de fragments d’ADN représentant dans leur ensemble la totalité du génome de SIRV1. Il n’est 
pas exclu qu’un certain nombre de cibles de SvtR ait échappé à la détection par cette approche dont 
l’efficacité dépend de la taille des fragments d’ADN et des positions des sites putatifs à l’intérieur du 
fragment.  
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Figure 53 : Le régulon contrôlé par  la protéine SvtR dans  le génome de SIRV1 connu au départ de 
cette  étude.  La  protéine  se  lie  sur  quatre  régions  du  génome  de  SIRV1,  en  amont  des  gènes 
gp03/gp04, gp08, gp30 et gp43/44. SvtR autorégule l’expression de son propre gène gp08 et réprime 
la transcription du gène gp30 qui code pour une protéine mineure de capside (Guillière et al., 2009). 
Pour  pallier  à  ce  problème,  nous  avons  décidé  de  rechercher  de  nouveaux  sites  candidats  par 
l’approche  in silico. La séquence du génome de SIRV1 est disponible (Peng et al., 2001) mais pas  le 
site consensus de SvtR. Les deux sites de liaison de SvtR caractérisés dans l’étude précédente (Pgp08 
et Pgp30) ne permettaient pas d’établir la séquence consensus étant donné la faible conservation du 
site. Comme illustre la Figure 54, il peut être supposé que le site est composé de la suite des parties 
conservées et variables, mais il est impossible de se prononcer sur la conservation des nucléotides en 
comparant les séquences de seulement deux sites. 
 
Figure 54 : Comparaison de séquences entre les sites reconnus par SvtR des promoteurs des gènes 
gp30 et gp08. Les nucléotides identiques entre chaque séquence sont en gras. 
Dans  le but d’établir  la séquence consensus reconnue par SvtR, nous avons déterminé par  l’analyse 
mutationnelle systématique  les nucléotides fortement conservés dans un site d’une  longueur de 39 
pb (Figure 54). Etant donné la forte affinité de SvtR au site de liaison présent dans le promoteur du 
gène gp30,  ce  site  a  été  choisi  comme  la  séquence de  référence pour  réaliser  sur  sa base  les 78 
versions mutées  et  tester  leurs  affinités  à  SvtR.  Chacun  des  trente‐neuf  nucléotides  a  été muté 
individuellement dans les deux sens, transition (T en C et C en T; A en G et G en A) et transversion (T 
en G et G en T; A en C et C en A) et la mobilité de chacun des soixante‐dix‐huit oligonucléotides ainsi 
générés a été testée individuellement en présence de SvtR (Figure 55). Pour chacun des nucléotides 
testés,  les  deux  types  de mutations  avaient  le même  effet  sur  la mobilité  des  oligonucleotides 
correspondants.  Les  résultats de  cette  étude mutationnelle pour  les mutations de  type  transition 
sont présentés dans la Figure 55. Pour simplifier la présentation seule la partie centrale de 25 pb de 
cette séquence est reproduite sur la Figure 55. Pour 6‐7 nucléotides situés à l’extrémité du site, nous 
n’avons jamais vu  le moindre  effet de mutations sur la fixation de SvtR. Ces résultats donc été omis 
de la Figure 55.  
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Figure 55 : Analyse mutationnelle des nucléotides du  site de  liaison de  SvtR par  transitions.  (A) 
Représentation schématique de la stratégie de mutagénèse de nucléotide. Ligne supérieure – site wt 
de 39pb de liaison de SvtR de gp30 (Guillière et al., 2009). Par souci de clarté, seule la partie centrale 
de la séquence est représentée sur la figure. Aucun n’effet n’avait été constaté pour les nucléotides 
de chaque côté de cette partie centrale. Ligne  inférieure – substitutions présentées des trente‐neuf 
dérivés mutés générés. Les nucléotides conservés révélés par cette analyse sont encadrés. (B) Profils 
de migration de 17 des 78 oligonucléotides  γ‐P32‐radio marqués  et mutés,  analysés par  PAGE,  en 
absence  (‐)  et en présence  (+) de 2.5µM  (300ng) de  SvtR.  Les positions des  substitutions de  type 
transition  sont  indiquées au‐dessus des parties B1, B2 et B3. Les PAGE‐EMSA ont été effectués en 
présence d’un  fort excès  (13X) d’ADN non spécifique compétiteur, poly[dI,dC]. L’absence de retard 
de migration  indique que  la  substitution  introduite affecte  le binding de SvtR. En  conséquence,  le 
nucléotide correspondant était considéré comme essentiel pour la liaison de la protéine. 
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Les expériences de gels‐retard ont permis d’estimer si un nucléotide est essentiel pour le binding de 
SvtR. En effet, comme le montre la Figure 55, le fragment témoin de 39pb non muté est retardé en 
présence de la protéine SvtR. Si le nucléotide muté est non essentiel pour le binding de la protéine, le 
fragment ADN sera  retardé de  la même  façon que  le  témoin. A  l’inverse, si  le nucléotide muté est 
essentiel pour  le binding de  SvtR,  la protéine ne  sera plus  capable de  se  lier au  fragment avec  la 
même efficacité et celui‐ci ne sera plus retardé. Cet effet a pu être observé pour sept sur trente‐neuf 
nucléotides  testés  indiquant que  les nucléotides  en positions 12, 13, 15, 21, 22, 23  et 24  étaient 
indispensables pour la liaison de la protéine SvtR à son site. 
Cette  information nous a permis de définir  le site conservé minimal de SvtR comme  la séquence de 
13 nt TCnAnnnnnAAAT (n – non essentiel). De façon intéressante, ce site consensus ressemble par sa 
structure et  sa  longueur à  celui du  régulateur CopG  (13pb – TGCAnnnnnTGCA)  (considéré  comme 
une protéine RHH prototype) avec deux parties de 4pb séparées par un linker de 5pb. 
b. Identification  in  silico de  tous  les gènes  candidats  susceptibles d'être  régulés par 
SvtR  
A  l’aide  de  la  séquence  de  liaison  consensus  de  13pb  définie  précédemment,  nous  avons  pu 
rechercher dans le génome de SIRV1 tous les gènes appartenant au régulon de SvtR. 
Pour  identifier  les  cibles  putatives  de  SvtR,  un  script  spécifique  a  été  créé  par D.  Cortez  (BMGE, 
Institut Pasteur) pour rechercher  les séquences similaires à  la séquence consensus dans  le génome 
du virus SIRV1, en utilisant une fenêtre coulissante de seize nucléotides. Le script utilise une matrice 
pondérée, construite en affectant différents poids aux différents nucléotides, basés sur les résultats 
de  l’analyse mutationnelle.  Seules  les  séquences  localisées  à  l’intérieur  des  régions  promotrices 
prédites par  l’étude  transcriptionnelle de SIRV1  (Kessler et al., 2004) et  situées entre  les positions       
‐150 et +50 par rapport au codon ATG présumé de chaque gène ont été considérées. De même, seuls 
les sites candidats avec au moins 75% de  la note maximale de  la matrice ont été gardés. Au  final, 
douze  sites  remplissant  ces critères ont été  retenus pour des analyses plus approfondies  (Tableau 
14). Les onze gènes cibles putatifs trouvés en amont des sites hypothétiques de SvtR sont répertoriés 
dans le Tableau 14.  
Tous  les  sites  de  liaison  prédits  sont  bien  conservés  dans  les  régions  promotrices  des  gènes 
homologues correspondants chez le virus SIRV2, l’autre membre de la famille des Rudiviridae.  
Cette  liste  comprend  quatre  cibles  précédemment  identifiées  (Guillière  et  al.,  2009)  gp03/04 
(transcrits en opéron), gp08, gp30 et gp43 mais elle comprend aussi sept nouveaux gènes candidats 
gp07, gp12, gp14, gp19, gp20, gp26 et gp33. Il faut noter que le site localisé dans le promoteur gp08 
(le propre  gène de  SvtR)  a  le  score  le plus bas,  comparé  aux  autres  cibles  retenues  (Tableau 14). 
Cette observation suggère qu’il s’agit du site présentant  la plus faible affinité à SvtR parmi tous  les 
sites  identifiés. Cependant,  il ne s’agit en aucun cas d’un artefact car compte tenu des données de 
l’analyse fonctionnelle (Guillière et al., 2009) son importance biologique ne peut pas être contestée.  
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Tableau 14 : La liste de l’ensemble des sites de liaison de SvtR dans le génome de SIRV1 (prédits ou 
confirmés). Les cibles sont prédites à partir de l'analyse in silico basée sur la séquence consensus du 
site de liaison de SvtR. Les nucléotides conservés sont en caractères gras. Seuls les sites localisés à 
l’intérieur des régions promotrices, entre ‐150 et +50 de chaque gène considéré. Ceux dont le score 
est plus que 75% de la note maximale de la matrice (soit >8) ont été retenus comme significatifs 
biologiquement. Les gènes gp03 et gp04 sont transcrits en opéron. 
* la position de la TATA‐box est hypothétique et n’a pas été prouvée in vitro, donc la position du site 
par rapport à la TATA‐box est hypothétique. 
** la distance est le nombre de nucléotides incluant le site et le spacer entre le site et la TATA‐box. 
 
c. Les  expériences  EMSA  révèlent  une  reconnaissance  spécifique  de  certaines  des 
nouvelles cibles prédites par la protéine SvtR  
Pour vérifier  les prédictions de  l’analyse  in silico, nous avons testé  in vitro  le binding de SvtR à huit 
(gp03/gp04,  gp07,  gp12,  gp14,  gp19,  gp20,  gp26  et  gp33)  de  onze  de  ces  sites.  Les  cibles 
correspondant  aux  gènes  gp03/gp04,  gp08,  gp30  et  gp43,  ayant  déjà  été  mises  en  évidence 
précédemment  (Guillière  et  al.,  2009),  seule  la  cible  gp03/gp04  a  été  testée  dans  ces  nouvelles 
expériences.  Pour  pouvoir  analyser  l’interaction  de  ces  sites  putatifs  avec  SvtR,  les  régions  du 
génome de SIRV1 les comportant ont été amplifiées par PCR donnant des fragments d’ADN de taille 
comprise entre 200 et 300 pb.  Dans chacun de ces fragments le site conservé présumé de 13 nt se 
situe au milieu du fragment. 
Les mobilités  électrophorétiques  de  ces  huit  fragments  ADN  ont  été  étudiées  en  présence  de  la 
protéine  SvtR.  Nous  avons  utilisé  l’approche  d’AG‐EMSA  (Agarose‐Electromobility  Shift  Assay) 
publiée  antérieurement  (Guillière  et  al.,  2009)  pour  comparer  dans  le même  gel,  la mobilité  des 
fragments ADN non marqués, en présence de  concentration  croissante de  SvtR.  Le promoteur de 
gp30  identifié précédemment  (Guillière et al., 2009) porté par  le  fragment de 363 pb et ayant une 
forte affinité à SvtR a été utilisé comme un contrôle positif. Les résultats des expériences EMSA pour 
les cibles présumées, excepté gp12, sont présentés dans la Figure 56. 
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Sept  (gp03/gp04,  gp07,  gp14,  gp19,  gp20,  gp26  et  gp33)  sur  les  huit  fragments  testés  sont 
spécifiquement reconnus par SvtR, donnant une signification biologique aux prédictions de l’analyse 
in silico.  
Les profils de retards observés ont permis de diviser les cibles testées en deux groupes. Le groupe I 
inclut les promoteurs gp03, gp07, gp19 et gp20 pour lesquels le retard est observé avec une quantité 
minimale  de  SvtR  dans  le mélange. Dans  ces  cas,  l’efficacité  de  l’effet  retard  est  similaire  à  celle 
observée  pour  Pgp30.  L’effet  de  retard  sur  la  mobilité  des  fragments  d’ADN  correspondants 
commence à être détectable à partir de 0.75‐0.9µM (100‐125ng) de SvtR. Une inspection visuelle des 
résultats des EMSA obtenus montre clairement que les sites situés dans les régions promotrices des 
gènes  gp07  et  gp19  sont  reconnus  de  façon  la  plus  forte  comparé  à  toutes  les  autres  cibles 
identifiées (Figure 56). 
 
Figure 56 : Deux groupes de cibles de SvtR dans le génome de SIRV1 révélés par l'approche EMSA. 
Le profil de migration des fragments d'ADN portant le site de liaison putatif de SvtR a été analysé par 
l’approche  AG‐EMSA  (Guillière  et  al.  2009),  en  présence  de  concentration  croissante  de  SvtR. 
Brièvement,  les fragments ADN correspondants générés par PCR sont  incubés avec SvtR, et ensuite 
migrés en gel d’agarose 1,2%. Dans ces conditions, le complexe SvtR‐ADN migre plus lentement que 
l’ADN non  lié et est visible comme un smear au  lieu d’une bande ADN bien nette. Dans chacun des 
gels présentés dans  la  figure,  le  fragment contrôle  représentant Pgp30 a été migré simultanément 
avec  la cible  testée.  La bande  supérieure correspond au  fragment de 363pb portant  le promoteur 
gp30  (contrôle positif) et  la bande  inférieure est toujours  la cible testée de  la  taille  indiquée sur  la 
gauche de chaque gel. Le groupe I inclut quatre cibles (gp03, gp07, gp19 and gp20) avec une affinité 
similaire à celle de SvtR pour Pgp30. Le groupe II inclut trois cibles (gp14, gp26 and gp33) avec moins 
d’affinité. N’ayant donné aucun résultat, le gel correspondant à la cible gp12 n’est pas montré. 
Toutes  les  autres  cibles  prédites,  excepté  gp12,  forment  le  groupe  II  (gp33,  gp14  et  gp26)  et 
requièrent  plus  de  SvtR,  entre  1  et  2µM  (150‐250ng)  pour  générer  un  signal  retardé  (Figure  56). 
Aucun  binding  n’a  été  constaté  pour  le  promoteur  Pgp12  (données  non  montrées)  dans  les 
conditions utilisées. Selon nos critères d’analyse, cette cible a été considérée comme un faux‐positif. 
En conséquence, elle a été exclue de l’analyse. 
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Afin de concentrer nos efforts sur les cibles candidates les plus prometteuses, nous avons décidé de 
restreindre dans un premier temps notre travail uniquement aux promoteurs du groupe I. 
Les résultats observés valident partiellement les prédictions de l’analyse in silico et il était intéressant 
de mieux comprendre l’effet biologique de l’interaction des promoteurs concernés du groupe I avec 
le régulateur SvtR à l’aide de l’analyse fonctionnelle par l’approche de transcription in vitro. 
d. Analyse  fonctionnelle des nouvelles cibles SvtR par  l’approche de  transcription  in 
vitro 
Les facteurs transcriptionnels de la superfamille des RHH sont connus pour être capables de réguler 
positivement et négativement  la transcription des gènes sous  leur contrôle (Schreiter and Drennan, 
2007). La position des sites de liaison de SvtR dans les régions promotrices ne donnent pas toujours 
d’indications claires sur le sens de régulation.     
Il était intéressant de compléter l’analyse par l’approche EMSA réalisée sur quatre promoteurs cibles 
de SvtR du groupe I par l’analyse fonctionnelle. Pour cela, l’activité transcriptionnelle des promoteurs 
de  ces  gènes  a  été  étudiée  en  utilisant  un  système  de  transcription  in  vitro  (IVT)  spécifique  aux 
crénarchées établi dans notre  laboratoire en collaboration avec  le groupe de S. Bell (Qureshi et al., 
1997; Kessler et al., 2004). La  transcription  in vitro est efficace en présence de  trois éléments :  les 
facteurs TBP et TFB et l’ARN polymérase, et son principe est illustré dans la Figure 57.  
 
Figure 57 : Schéma d’explication de l’approche de transcription in vitro. Les promoteurs des gènes à 
tester  sont clonés un vecteur plasmidique et  sont  incubés en présence de  l’ARN polymérase de S. 
solfataricus, des  facteurs de  transcription TBP et TFB et du  régulateur  transcriptionnel en quantité 
variable. A partir des ARNs synthétisés, les ADNc radiomarqués sont obtenus par primer extension et 
ensuite quantifiés dans un gel (Qureshi et al., 1997; Kessler et al., 2004). 
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Comme  décrit,  plus  en  détails  dans  la  partie Matériels  et Méthodes,  les  régions  promotrices  de 
toutes  les  cibles  présumées  du  groupe  I  ont  été  clonées  dans  un  vecteur  plasmidique  E.  coli  et 
l’efficacité  de  transcription  de  ces  promoteurs  a  été  estimée  en  présence  et  en  l’absence  de  la 
protéine SvtR. Les résultats de cette expérience sont présentés dans la Figure 58. 
SvtR agit  comme un  répresseur  fort  sur  le promoteur de  l’opéron gp03/gp04 et  ceci de  la même 
manière que pour la cible gp08 (Guillière et al., 2009). Les gènes gp03/gp04 sont transcrits avec une 
faible efficacité en  l’absence du  régulateur mais  leur  transcription est considérablement diminuée, 
même en présence de faible concentration de SvtR (Figure 58).  
L’effet d’action de SvtR sur le promoteur du gène gp19 est toute à fait inverse. Dans ce cas, aucune 
transcription ne peut être détectée en l’absence de SvtR. A faible concentration, la présence de SvtR 
n’a  pas  d’effet  tandis  qu’à  partir  de  7.5µM,  SvtR  active  la  transcription  de  Pgp19  et  à  15µM  de 
protéine l’activation est remarquablement forte (Figure 58). 
Deux autres promoteurs testés du groupe I, gp07 et gp20, ne changent pas leur activité en présence 
de  SvtR. Aucun  changement notable,  ni  vers  l’activation, ni  vers  la  répression ne  sont  détectés  à 
aucune concentration de SvtR (Figure 58). Il peut être conclu que la protéine SvtR seule ne peut pas 
réguler le niveau d’activité de ces promoteurs. Cependant, il ne peut être exclu que la régulation de 
l’expression de gp07 et gp20 nécessite, en plus de SvtR,  l’implication d’autres régulateurs. 
 
Figure 58 : Transcription in vitro de l’activité de SvtR sur les gènes cibles identifiés. L’expérience de 
transcription  in vitro s’est déroulée en présence de concentration croissante de SvtR de 0 à 15µM. 
Tous  les  mélanges  réactionnels  contiennent  des  concentrations  optimales  d’ARN  polymérase 
hautement purifiée à partir de S. solfataricus et des facteurs de transcription TBP et TFB. Les ADNc 
radiomarqués  au  γ‐  P  32  ont  été  analyses  dans  un  gel  d’acrylamide  10%.  (A)  Analyse  IVT  des 
promoteurs gp03, gp07, gp19 et gp20. (B) L’interaction de SvtR avec les cibles testées est spécifique 
puisqu’aucun effet sur le promoteur hétérologue T6 issu du virus non apparenté SSV1 n’est observé.  
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Des  données  transcriptomiques  publiées  récemment  confirment  globalement  les  résultats  de 
l’analyse fonctionnelle sur toutes les cibles de SvtR (Quax et al., 2013). Par exemple, comme montre 
la  Figure  59,  l’expression du  gène  gp08  augmente  fortement pour  atteindre un maximum  à  t=2h 
post‐infection, puis diminue jusqu’à t=7h p.i. Cela est en accord avec nos conclusions (Guillière et al., 
2009) sur  le rôle de SvtR considéré comme répresseur de  la transcription de son propre gène gp08 
(Guillière et al., 2009). Quand une quantité suffisante de SvtR est atteinte dans la cellule, l’expression 
du gène gp08 est  réprimée.  Les mêmes données  transcriptomiques  indiquent que  l’expression du 
gène gp30 augmente progressivement  tout au  long du  cycle viral. D’après  les  résultats publiés en 
2009 (Guillière et al., 2009), il était attendu (compte tenu que SvtR a été décrit comme un répresseur 
transcriptionnel du gène gp30) que sa transcription devrait plutôt être réprimée mais ce n’est pas le 
cas.  Les  résultats  de  l’analyse  transcriptomique  sont  donc  en  contradiction  avec  les  résultats  de 
l’analyse fonctionnelle ce que nous a ramené à refaire  l’analyse fonctionnelle pour cette cible pour 
vérifier les conclusions concernant gp30. 
 
Figure 59 : Expression des gènes gp08 et gp30 au cours de l’infection de S. islandicus LAL14/1 par le 
virus SIRV2. Les données sont issues des expériences de ARN‐seq réalisées par Quax et al., 2013. Le 
nombre de  reads est  indiqué à différents  temps  (t=0, 1, 2, 3, 5, 7 et 9 heures) post‐infection par 
SIRV2.  Le  régulateur  SvtR  autorégule  sa  propre  expression  et  gp30  est  une  de  ses  cibles  dans  le 
génome (Guillière et al., 2009). 
La transcription du gène gp30 a été réétudiée en utilisant  le système de transcription  in vitro (IVT). 
Pour optimiser  le système, nous avons synthétisé une nouvelle amorce utilisée pendant  l’étape de 
transcription  inverse.  Située  plus  loin  du  site  +1  d’initiation  de  la  transcription  par  rapport  à 
l’ancienne  amorce  utilisée  par  Guillière  et  al.,  2009,  cette  nouvelle  amorce  permet  d’obtenir  un 
fragment d’ADNc plus  long  (76 pb contre 39pb précédemment) ce qui  facilite son  identification et 
analyse. D’après l’analyse in silico, la région correspondant à cette amorce est moins susceptible de 
former des structures secondaires par  rapport à  l’ancienne amorce ce qui permet d’espérer moins 
d’artefacts pendant l’analyse.  
Le  résultat  de  cette  nouvelle  analyse  fonctionnelle  est  présenté  dans  la  Figure  60.  Sans  SvtR,  la 
transcription de gp30 est quasi inexistante. En présence de concentration croissante de protéine SvtR 
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(de  2  à  15  µM),  l’intensité  du  signal  augmente  fortement  ce  qui  permet  de  conclure  sans 
ambiguïté que SvtR active la transcription du promoteur du gène gp30.  
Pour conclure,  l'approche  IVT a permis de déterminer  le  rôle  fonctionnel de SvtR dans  le contrôle 
transcriptionnel d'au moins deux nouvelles cibles prédites dans l’étude in silico. La liste actualisée des 
gènes composant le régulon SvtR dans le génome du virus SIRV1 pour lesquels la fonction de SvtR est 
caractérisée  comprend  maintenant  les  quatre  gènes  suivants :  gp03/gp04,  gp08,  gp19  et  gp30 
(Tableau 15). La protéine SvtR agit comme répresseur de la transcription pour les gènes gp03 et gp08 
mais active la transcription des gènes gp19 et gp30. 
Ces données sont en bonne adéquation avec les résultats de l’analyse transcriptomique réalisée sur 
une culture de S.  islandicus LAL14/1    infectée par SIRV2 (Quax et al., 2013) et du transcriptome de 
mutant de S. solfataricus infectée par le même virus (Okutan et al., 2013). Les deux types de données 
sont comparés dans la partie Discussion et Perspectives.      
 
 Figure 60 : Transcription in vitro de l’activité de SvtR sur le promoteur du gène gp30. L’expérience 
de transcription in vitro s’est déroulée en présence de concentration croissante de SvtR de 0 à 15µM. 
Tous  les  mélanges  réactionnels  contiennent  des  concentrations  optimales  d’ARN  polymérase 
hautement purifiée à partir de S. solfataricus et des facteurs de transcription TBP et TFB. Les ADNc 
radiomarqués au γ‐P32 ont été analyses dans un gel d’acrylamide 10%.  La protéine SvtR semble avoir 
un  effet  activateur  spécifique  sur  la  transcription  de  Pgp30  (à  l’inverse  des  résultats  précédents, 
Guillière et al., 2009). 
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Tableau  15 :  Cibles  reconnues  par  la  protéine  SvtR  dans  le  génome  de  SIRV1.  Le  binding  de  la 
protéine SvtR aux cibles putatives obtenues par l’analyse in silico a été testé. Celles reconnues par la 
protéine ont été résumées dans ce tableau. Les nucléotides conservés de la séquence consensus de 
liaison  sont en gras. Les gènes gp03 et gp04  sont  transcrits en opéron.  1 Guillière et al., 2009.*  la 
position de la TATA‐box est hypothétique et n’a pas été prouvée in vitro, donc la position du site par 
rapport à la TATA‐box est hypothétique.** la distance est le nombre de nucléotides incluant le site et 
le spacer entre le site et la TATA‐box. 
 
e. Le mécanisme d’action de SvtR inclut l’oligomérisation sur l’ADN 
Comprendre le mode d’action du régulateur SvtR sur certaines cibles était l’étape suivante de notre 
étude.  
i. Positions des sites de  liaison de  la protéine SvtR comparé aux  régions 
promotrices de ses gènes cibles 
Le site de  fixation de SvtR dans  le promoteur de son propre gène est situé à proximité  immédiate 
(position +7) du site +1 d’initiation de  la transcription. La position du site très proche du +1 permet 
de  supposer  que  la  fixation  de  SvtR  sur  son  site  crée  un  obstacle  stérique  empêchant  soit  la 
formation du complexe de pré‐initiation de transcription soit l’avancement de l’ARNP sur la matrice 
d’ADN  le démarrage de  la  synthèse des  transcrits  courts. Ce mécanisme de  régulation  a déjà  été 
décrit pour d’autres systèmes étudiés chez  les archées et  les exemples sont détaillés dans  la partie 
Introduction‐Régulation de la transcription.  
Comme  l’indique  le  tableau  15,  sur  onze  sites  reconnus  par  SvtR,  cinq  sont  situés  plutôt  loin  en 
amont du site +1 des gènes correspondants. Dans ces cas,  la présence de SvtR à priori ne peut pas 
avoir d’influence directe, ni sur  la formation du complexe de pré‐initiation de transcription ni sur  la 
progression de l’ARNP sur la matrice.  
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Pour mieux comprendre le mécanisme de régulation pour les gènes contenant le site de fixation de 
SvtR loin du promoteur, nous avons choisi comme modèle le promoteur du gène gp30 pour lequel la 
distance entre le site de SvtR et la TATA‐box est 58 nucléotides. Le choix de ce site s’explique par les 
résultats concluants de l’analyse fonctionnelle et la grande distance entre le site et le promoteur (58 
nt).  Ce gène code pour une protéine mineure de la capside. 
ii. La polymérisation de SvtR sur l’ADN cible lui permet de couvrir la région 
entre son site de fixation jusqu’à la séquence promotrice du gène gp30 
La protéine type de  la famille RHH, CopG, est capable de former des oligomères sur son ADN cible, 
son propre gène codé par le plasmide pMV158 (Costa et al., 2001). Des expériences de footprinting à 
la DNase  révèlent plusieurs  régions protégées  successives de  4‐5nt  séparées par des  régions non 
protégées, couvrant quatre tours d’hélices sur la même double hélice ADN (Costa et al., 2001). Nous 
avons émis  l’hypothèse que SvtR est dotée de  la même  capacité et que  son action à distance  sur 
certains  promoteurs  peut  s’expliquer  par  son  oligomérisation  lui  permettant  d’atteindre  le 
promoteur cible.  
Pour vérifier cette hypothèse nous avons réalisé des expériences de footprinting à la DNase I sur un 
fragment d’ADN de 363 pb représentant  le promoteur du gène gp30  incluant une  longue région de 
68 nt située en aval de son promoteur (les deux brins ont été observés). 
Les résultats de cette analyse sont présentés sur la Figure 61. 
Les résultats de l’analyse par le footprinting révèlent l’existence d’une longue région d’ADN protégée 
en présence de concentration croissante de SvtR sur le brin transcrit (Figure 61A) et également sur le 
brin non transcrit (Figure 61B). 
L’oligomérisation observée est spécifique et strictement dépendante de la présence du site principal. 
En effet,  les mêmes expériences réalisées avec un oligonucléotide de 80pb, contenant  la TATA‐box 
du gène gp30 et la région en amont (environ 60pb) mais sans le site de liaison de la protéine SvtR, ne 
révèlent  aucune  oligomérisation même  à  forte  concentration  de  SvtR  (Figure  61C).  Cette  région 
s’étend sur cinquante‐huit nucléotides, situés entre  le site de SvtR et  la TATA‐box du promoteur de 
gp30. Etant une petite protéine de seulement 6.6kDa, SvtR peut protéger un fragment ADN de cette 
taille seulement si plusieurs sous‐unités de la protéine forment un oligomère protégeant l’ADN cible. 
L’oligomérisation  se  propage  des  deux  cotés  du  site  principal  (par  souci  d’esthétique,  seules  les 
parties entre  le site de SvtR et  les régions promotrices sont montrées dans  les figures 61AB). Nous 
avons aussi réalisé les expériences de footprinting avec un autre oligonucléotide de 80pb, contenant 
le site de liaison de SvtR cette fois, et la région protégée a été observée comme pour les plus grands 
fragments. 
La présence de nucléotides hypersensibles à  l’action de  la DNase apparaissent au niveau du site de 
liaison initial (marqués par deux points sur la figure 61AB) suggère que la partie centrale du site est 
libre de SvtR  laissant  l’ADN non protégé et flexible. De façon  intéressante,  le même phénomène de 
flexibilité a été observé dans le cas de la protéine CopG également capable d’oligomériser à partir de 
son site principal. Le modèle expliquant l’existence des nucléotides hypersensibles au centre du site 
principal de CopG et SvtR est présenté sur la Figure 61D. 
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Figure  61 : Polymérisation de  la protéine  SvtR  sur  l’ADN, pour  le  gène gp30 de  SIRV1.  (A, B, C) 
Footprinting  à  la  DNAse  I  du  binding  de  la  protéine  SvtR  à  la  région  promotrice  de  gp30.  Les 
concentrations  appliquées  de  SvtR  sont  indiquées  en  µM.  A+G  représente  la  séquence 
correspondante. Le  fragment ADN marqué utilisé contient  la région promotrice du gène gp30 et  la 
région  en  amont  avec  (A)  ou  sans  (C)  le  site  de  liaison  de  SvtR.  Un  fragment  d’ADN  de  363pb 
contenant le site de liaison de la protéine SvtR et la région en amont de la région promotrice du gène 
gp30 a été amplifié par PCR et radiomarqué par du γ‐P32 pour l’expérience. Les brins transcrit (A) et 
non transcrit (B) ont été observés. (C) Un oligonucléotide de 80 pb a été conçu contenant  la région 
en  amont  de  la  région  promotrice  du  gène  gp30  sans  le  site  de  liaison  de  SvtR.  (D)  Modèle 
hypothétique de CopG en interaction avec un plasmide ADN double brin in vitro (Costa et al., 2001). 
(E) Description résumée des données du footprinting à la DNAse. La séquence ADN du site de liaison 
de  SvtR  au  promoteur  gp30  est  donnée.  La  TATA‐box  et  la  séquence  BRE  sont  indiquées  en 
caractères gras sur le brin codant; et la TATA‐box est surlignée en bleu. Le site de liaison de SvtR est 
encadré en orange. Les régions protégées du clivage de l’ADNase I sont indiquées par une ligne noire; 
les sites hypersensibles sont signalés avec des points noirs. La position du site de liaison de SvtR (I) et 
les signaux des promoteurs (TATA‐box et séquence BRE) (II) sont indiquées. 
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Le SvtR ne protège plus l’ADN matrice situé en aval du site BRE vers la séquence codante (bas du gel 
Figure  61A)  ce  qui  indique  que  l’étendue  de  la  polymérisation  est  contrôlée  et  le  processus  ne 
dépasse pas la séquence BRE (Figure 61A et 61E).  
La Figure 61D résume les données présentées et montre la position exacte et l’étendue de la région 
protégée  par  SvtR  polymerisée.  Il  peut  être  conclut,  au  moins  pour  le  cas  étudié,  que  l’action 
régulatrice de SvtR sur  le promoteur de gp30  inclut une étape d’oligomérisation permettant à SvtR 
d’atteindre le promoteur cible. 
Dans le cas de CopG, la polymérisation est guidée par la présence de courts sites de liaison dégénérés 
placés en aval et en amont du site principal (Costa et al., 2011) (Figure 62A). L’analyse de la séquence 
protégée par SvtR suggère également l’existence de sites de liaison dégénérés qui pourraient jouer le 
même  rôle que dans  le  cas de CopG  (Figure 62B). Un oligonucléotide de 60pb  comportant  le  site 
principal de liaison de la protéine, les trois premiers sites dégénérés (aaat, gaat et aact) et la région 
promotrice  du  gène  gp30  a  servi  de  témoin.  Ce même  oligonucléotide  avec  les  sites  de  liaison 
secondaires hypothétiques mutés  (voir Matériel et Méthodes) a été  testé dans des expériences de 
gel‐retard.  
Le retard du fragment portant le site principal et les sites secondaires lié à l’oligomérisation de SvtR 
est observé. Cependant, dans  le cas de  la matrice d’ADN avec  les sites secondaires mutés,  le retard 
est observé en présence de quantité plus élevée de protéines (Figure 62C). Ceci suggère fortement 
l’implication  de  ces  sites  de  liaison  secondaires  dans  la  polymérisation  de  la  protéine  SvtR mais 
également dans la stabilisation du lien entre SvtR et le site primaire. 
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Figure 62 : Sites de liaison secondaires impliqués dans la polymérisation de la protéine SvtR dans le 
cas  de  la  cible  gp30.  (A)  Séquence  nucléotidique  de  la  région  du  plasmide  ADN  wild‐type  avec 
laquelle  interagit  CopG.  Les  crochets  désignent  les  bases  protégées  par  CopG  du  clivage  lors  du 
footprinting. Le site de liaison est encadré (Costa et al., 2001). (B) Séquence nucléotidique du site de 
liaison  de  SvtR  et  de  la  région  promotrice  du  gène  gp30.  Le  site  de  liaison  principal  de  SvtR  est 
encadré.  La  TATA‐box  est  surlignée  en  bleu.  La  région  correspondante  à  la  polymérisation  de  la 
protéine SvtR est indiquée par une ligne noire; les sites hypersensibles sont signalés avec des points 
noirs. Les sites de liaison secondaires hypothétiques sont indiqués en bleu. (C) Binding de la protéine 
SvtR à des oligonucléotides de 60 pb avec des sites de  liaison secondaires wt et mutés. Les PAGE‐
EMSA  ont  été  réalisés  en  présence  d’un  fort  excès  (13X)  d’ADN  compétiteur  non  spécifique 
poly[dI,dC]. Les quantités de SvtR utilisées sont  indiquées en µM. Le binding est observé à partir de 
4µM de SvtR pour  l’oligonucléotide wt. Le binding est très faible pour  l’oligonucléotide comportant 
les sites de liaison secondaires mutés. 
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iii. L’approche  de microscopie  confirme  l’hypothèse  d’oligomérisation  de 
SvtR 
Bien que  la technique d’empreinte à  la DNAse  I conforte  l’hypothèse d’oligomérisation de SvtR sur 
l’ADN, nous avons cherché à obtenir une preuve directe de l’existence de ce phénomène.  
Nous  avons  tenté  d’observer  le  complexe  SvtR‐ADN  par    les  approches  de microscopie  à  force 
atomique (AFM) et électronique. Un fragment de 504pb (Tableau 13) plus long que celui utilisé pour 
les expériences de footprinting, mais ciblant la même région du gène gp30 a été mis en contact avec 
un  fort  excès  de  SvtR  à  un  ratio  de  266  protéines/site/molécule  d’ADN  et  les  complexes  ont  été 
visualisés en microscopie électronique à transmission (Figure 63ABCDE) et à force atomique (Figure 
63FGH). 
Les images typiques sont présentées dans la Figure 63. En présence de SvtR (Figure 63C), le fragment 
d’ADN est plus épais qu’en l’absence de protéine (Figure 63A). L’ADN est clairement recouvert par la 
protéine oligomérisée ce qui  le rend rigide  (Figure 63CDEGH). De  façon  très  intéressante,  la région 
contenant  le  site  principal  de  liaison  de  SvtR  située  aux  2/5  de  la  longueur  totale  du  fragment 
correspond à  l’endroit où  la  flexibilité de  la molécule est préservée  (cette  région  se  situe à 171pb 
d’une des extrémités du  fragment de 504pb).  La position de  cette  région  flexible  correspond à  la 
position des nucléotides hypersensibles à la DNase révélés par l’approche de footprinting.   
L’approche de microscopie électronique  (EM) appliquée à  ce  fragment d’ADN mis en présence de 
SvtR a permis d’observer une  interaction  intermoléculaire  inattendue entre deux  filaments  (Figure 
63CDE). Des  structures  caractéristiques  en  forme  de  croix,  formées  par  des  couples  de  filaments 
réunis par un point de nucléation sont observées (Figure 63DE). Il peut être supposé, compte tenu de 
la  position  de  ce  point  de  croisement,  qu’il  s’agit  d’une  interaction  entre  deux  complexes  ADN‐
protéines qui  interagissent  très probablement dans des  régions correspondant au  site principal de 
fixation de SvtR. L’interaction  intermoléculaire détectée  in vitro pourrait signifier que ces points de 
nucléation se forment également in vivo entre les différents sites de fixation de SvtR et sur la même 
molécule  d’ADN  qui  représente  le  génome  entier  de  SIRV1.  Ceci  suggère  l’existence  d’un  autre 
niveau de  régulation d’activité des gènes de SIRV1 qui passe par  la  formation des grandes boucles 
d’ADN et par le changement global de la conformation de l’ADN du génome viral.  
La  formation  de  ces  structures  est  fortement  spécifique  et  nécessite  la  présence  à  la  fois  de  la 
protéine SvtR et de l’ADN contenant son site de fixation. En l’absence de SvtR, les structures en croix 
ne sont pas observées pour le fragment d’ADN de SIRV1 de 504pb contenant un site de SvtR (Figure 
63A).  Elles  n’apparaissent  pas  dans  le  cas  où  SvtR  est  mélangée  avec  des  fragments  d’ADN 
hétérologue de 534pb provenant du plasmide pBR322 d’E.  coli  sans  aucun  site  reconnu par  SvtR. 
(Figure 63B). 
Le même  fragment  d’ADN  de  504  pb  a  été mis  en  contact  avec  la  protéine  SvtR  et  observé  par 
l’approche de microcopie à force atomique (AFM) (Figure 63GH). Comparé au témoin sans protéine 
(Figure  63F),  le  fragment  apparaît  plus  épais  et  plus  « brillant »  (Figure  63GH)  témoignant  que  la 
protéine  polymérise  sur  l’ADN.  Comme  dans  le  cas  de  l’étude  au  microscope  électronique,  la 
présence d’une région plus flexible comparée au reste de l’ADN est également observée. La position 
de cette zone de flexibilité correspond à la position du site principal de fixation de SvtR.   
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Figure 63 : Complexes SvtR‐ADN sous microscope électronique (ABCDE) et à force atomique (FGH). 
(A) Témoin ADN 502 pb avec  le site SvtR  (à 1,5nM en sites/molécules), grandissement 50000X.  (B) 
Témoin  ADN  534  pb  sans  le  site  SvtR  (1,5nM  en molécules)  avec  SvtR  (400nM),  grandissement 
50000X.  (C)  Complexes ADN  502pb  1,5nM  en  sites/molécules,  avec  SvtR  (400nM),  grandissement 
50000X. (D,E) Zoom sur des complexes ADN‐SVTR formant des croix, grandissement 140000X. Toutes 
les barres d’échelle    représentent 100   nm.  (F) Témoin ADN 502 pb avec  le site SVTR  (à 1,5nM en 
sites/molécules).  (G‐H)  Complexes  ADN  502pb  (1,5nM  en  sites/molécules)  avec  SVTR  (400nM). 
Toutes les barres d’échelle représentent 200 nm. 
Les  deux  approches  indépendantes,  footprinting  et  microscopie,  confirment  et  valident  notre 
hypothèse de polymérisation de SvtR sur au moins une de ses cibles dans  le génome de SIRV1.   Ce 
mécanisme explique comment à partir d’un site situé à distance du promoteur régulé SvtR influence 
l’activité des certains promoteurs sous son contrôle.  
f. Conclusions 
Ce travail a mis en évidence  l’existence de plusieurs nouvelles cibles de  la protéine régulatrice SvtR 
dans  le  génome  du  virus  d’archées  SIRV1. Onze  sites  de  liaison  de  SvtR  sont  prédits  in  silico  et 
l’analyse  fonctionnelle a permis d’établir  le rôle exact de SvtR pour quatre de ces sites  (Figure 64). 
SvtR  semble  réguler  les  gènes  codant  pour  des  protéines  de  structures  (gp19  et  gp30),  pour  le 
régulateur transcriptionnel SvtR (gp08) et pour une protéine hypothétique (gp03/gp04). La validation 
d’autres  sites  présumés  de  fixation  de  SvtR  prédits  in  silico  nécessite  des  recherches 
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supplémentaires.  Il n’est pas exclu que plusieurs protéines peuvent être  impliquées simultanément 
dans  la régulation des promoteurs concernés.  
Vu  le nombre de cibles putatives de SvtR présentes dans  le génome de SIRV1,  il paraît évident qu’il 
s’agit d’un des régulateurs principal du cycle de ce virus.  
 
Figure 64 : Régulon de SvtR dans  le génome de SIRV1. Le régulateur transcriptionnel SvtR active  la 
transcription des gènes gp19 et gp30 et réprime  la transcription des gènes gp03/gp04 et gp08, son 
propre  gène.  Les  autres  cibles  sont  prédites  in  silico mais  leur  régulation  par  SvtR  n’a  pas  été 
démontrée in vitro.  Au total, SvtR pourrait régulerait 22% des gènes du génome de SIRV1. 
Le mécanisme de régulation par SvtR est original. Pour certaines de ses cibles (gp08 et gp19), SvtR 
devrait agir par une simple fixation de ses deux dimères sur le site principal dans les cas où le site de 
fixation  se  trouve  proche  du  promoteur  du  gène  régulé.  La  présence  de  ce  complexe  protéique 
pourrait  directement  influencer  les  étapes  sensibles  de  l’initiation  de  transcription  (fixation  des 
facteurs  TBP  et/ou  TFB;  formation  du  complexe  d’initiation;  démarrage  de  la  transcription  par 
l’ARNP).  
Pour  d’autres  cibles  (gp03/gp04  et  gp30)  l’hypothèse  d’une  interaction  directe  est  inapplicable 
compte  tenu de  la distance entre  le  site et  la  cible de  régulation. Sur  l’exemple du promoteur du 
gène gp30 nous avons démontré une oligomérisation de SvtR qui débute à partir du site principal et 
permet  d’atteindre  la  TATA‐box.  Les  premières  indications  montrent  que  cette  oligomérisation 
pourrait être guidée par des sites secondaires situés entre le site principal et la TATA‐box.  
Le  phénomène  d’oligomérisation  a  été  confirmé  de  façon  indirecte  (footprinting)  et  visualisé 
directement  à  l’aide de  l’observation par  l’AFM‐EM.  Il  semble qu’une  interaction entre deux  sites 
principaux de SvtR est envisageable ce qui prédit la possibilité de formation de structures « en huit » 
rapprochant différentes parties du génome de SIRV1. Cependant, seule l’interaction intermoléculaire 
est  à  présent  mise  en  évidence  et  l’interaction  intramoléculaire  reste  à  confirmer.  Si  ce  type 
d’interaction est confirmé, il s’agit du premier exemple de régulation chez les archées impliquant le 
changement global de conformation de tout un génome viral.  
Les  génomes des  virus d’archées  sont  remarquablement  riches  en protéines RHH. Une  analyse  in 
silico  récente  de  dix  génomes  de  crénarchées  révèle  la  présence  d’au moins  dix‐huit  régulateurs 
putatifs RHH dans  les génomes analysés  (Prangishvili et al., 2006).  Leur  rôle dans  la  régulation du 
cycle viral reste largement inconnu. Le mécanisme de régulation découvert sur l’exemple de SvtR et 
impliquant  l’oligomérisation de  la protéine  régulatrice et éventuellement  le  changement global de 
conformation  de  l’ADN  cible  pourrait  être  un  nouveau  mécanisme  inconnu  assez  général  pour 
beaucoup de protéines de la famille RHH.   
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5. P06, premier  régulateur  transcriptionnel putatif au doigt de  zinc  chez 
les archées  
1. Contexte de l’étude 
Au  début  de  ce  travail,  seuls  les  régulateurs  transcriptionnels  proches  par  leurs  structures  des 
régulateurs connus chez  les bactéries  (essentiellement des protéines des  familles HTH et RHH) ont 
été  identifiés et caractérisés chez  les archées. Cette situation est surprenante étant donné que  les 
archées  possèdent  une  ARN  polymérase  de  treize  sous‐unités,  très  proche  structuralement  et 
fonctionnellement de  celle des eucaryotes  (Kusser  et al., 2007; Hirata  et al., 2008; Korkhin  et al., 
2009).  Les  eucaryotes  ont  le  plus  souvent  recours  à  des  familles  de  régulateurs  spécifiques 
généralement  absentes  chez  les  archées  et  les  bactéries.  Par  exemple,  les  protéines  formant  la 
structure « doigt de zinc » décrite pour la première fois en 1985 chez Xenopus oocytes (Miller et al., 
1985) sont très répandues chez les eucaryotes en tant que régulateurs transcriptionnels (Razin et al., 
2012). Quelques exceptions proviennent des prédictions  in silico sans qu’elles soient confirmées  in 
vivo (Bouhouche et al., 2000).  
L’analyse  in silico des protéines codées par des virus d’archées publiée en 2006  (Prangishvili et al., 
2006)  a  prédit  que  la majorité  des  régulateurs  putatifs  portant  des  domaines  de  liaisons  à  l’ADN 
reconnaissables  appartiennent  aux  protéines  des  familles HTH  et  RHH.  Cependant,  des  protéines 
putatives portant un domaine doigt de zinc ont été suggérées. Dans un cas,  il s’agit de  la protéine 
P06  codée par  le génome du  virus AFV1  (Figure 65) qui  infecte  la  crénarchée Acidianus hospitalis 
(Prangishvili  et  al.,  2004;  You  et  al.,  2011).  Compte  tenu  de  l’expérience  de  caractérisation  des 
facteurs de transcription chez les archées que possède notre équipe, nous avons décidé d’étudier la 
structure et les fonctions de cette protéine in vivo.    
 
Figure  65  :  Virus  AFV1  de  la  famille  des  Lipothrixviridae,  sous  microscopie  électronique  à 
transmission (Prangishvili et al., 2006). 
Tout  d’abord,  la  structure  de  la  protéine  P06  a  été  déterminée  par  l’équipe  de M.  Delpierre  et         
d’I. Guijaro (Institut Pasteur, unité de RMN des Biomolécules) par  l’approche de RMN. Les résultats 
obtenus par ce groupe ont démontré clairement la présence d’un domaine de type doigt de zinc dans 
la structure de P06 (Figure 66). Comme attendu,  la région avec  le motif ZNF (résidus neuf à trente‐
cinq) montre une structure typique en doigt de zinc avec une structure  antiparallèle en épingle à 
cheveux emballée contre une hélice  avec l’ion zinc coincé entre les deux. 
Résultats     
190 
 
 
Figure 66 : Structure de la protéine AFV1p06. (A) Topologie de la structure de la protéine AFV1p06. 
La  séquence  d’AFV1p06 dans  la  région  ZNF  et  la  séquence motif du  ZNF  est montrée  en  (B).  Les 
résidus dans  la région ZNF sont colorés en rouge,  les chaînes  latérales qui coordonnent  le zinc sont 
en cyan ou violet et l’atome de zinc est en bleu. Les résidus hydrophobes sont représentés par un Ψ, 
les hélices par des rectangles et les feuillets β  par des flèches. 
Ma tâche a été de réaliser l’étude de sa fonctionnalité. Deux questions principales ont été soulevées : 
premièrement,  démontrer  la  capacité  de  cette  protéine  à  se  lier  à  l’ADN  et  si  cette  capacité  est 
spécifique  ou  non;  deuxièmement,  rechercher  sa  ou  ses  cible(s)  putative(s)  en  choisissant  des 
promoteurs candidats dans le génome d’AFV1. 
2. La protéine AFV1p06 est capable de lier l’ADN  
La structure et les propriétés de liaison au zinc de  la protéine P06, comme le montrent les données 
obtenues  par  l’équipe  de  structuralistes  avec  laquelle  nous  avons  coopéré  indiquent  que  cette 
protéine porte la structure typique de doigt de zinc (Figure 66). En tenant compte que la plupart des 
protéines  ZNF  étudiées  auparavant  (Isalan  et  al.,  1997)  lient  spécifiquement  l’ADN,  nous  avons 
commencé l’analyse fonctionnelle de P06 par l’étude de sa capacité à se fixer à l’ADN.  
Pour vérifier si la protéine P06 était capable de se lier à l’ADN, nous avons testé la mobilité de courts 
oligonucléotides, double brin et également simple brin, de 24pb et 24nt  respectivement, dans des 
expériences de  retard  sur gel en présence de  concentration  croissante de  la protéine. Deux  types 
d’oligonucléotides ont été testés, polyA sb (polyA/T en db) et polyG sb (polyG/C en db). Chacune des 
expériences a été réalisée en présence d’ADN non spécifique. 
Les  résultats de ces expériences montrent que  la protéine AFV1p06 peut se  lier à  la  forme double 
brin de l’oligonucléotide polyG mais pas à la forme simple brin (Figure 67). De plus, l’oligonucléotide 
polyG/C était retardé en présence de quantité plus faible de protéine comparé à polyA/T (Figure 68). 
Cela suggère que la protéine AFV1p06 se fixe préférentiellement sur des régions riches en GC et que 
sa liaison  avec l’ADN peut dépendre des bases azotées.  
Différentes compositions de tampons, variant surtout en concentrations de sels ont aussi été testés, 
ainsi  que  l’ajout  d’ions  zinc  dans  le mélange  réactif.  Le  binding  est meilleur  en  présence  d’une 
concentration de  150nM NaCl.  L’ajout  supplémentaire d’ions de  zinc,  en plus du  zinc  retenu  très 
fortement par la protéine P06 avant sa purification ne change aucune de ses propriétés biochimiques 
testées.  
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Figure 67 : La protéine AFV1p06 peut se lier à l’ADN double brin et non simple brin. Les expériences 
PAGE‐EMSA  ont  été  réalisées  en  présence  de  concentration  d’oligonucléotide  fixe  et  de 
concentration croissante d’AFV1p06 (de 0 à 4µM).  Le binding de la protéine AFV1p06 a été testé en 
présence de la forme double brin (A) et simple brin (B) du même oligonucléotide polyG/C double brin 
ou polyG  simple brin marqué au  γ‐P32.  Les expériences PAGE‐EMSA ont été  réalisées en présence 
d’un excès d’ADN compétiteur non spécifique, poly[dI,dC]. Les quantités sont indiquées µM. 
 
Figure 68 : Comparaison du binding à  l’ADN ne  contenant aucun nucléotide G  (polyA)  (A) et  les 
contenant  en  excès  (polyG)  (B)  de  la  protéine  AFV1p06  par  PAGE‐EMSA.  La  concentration  de 
l’oligonucléotide  marqué  au  γ‐P32  est  fixe  (75nM)  en  présence  de  concentration  croissante 
d’AFV1p06  (de  0  à  4µM).  Les  expériences  PAGE‐EMSA  ont  été  réalisées  en  présence  d’un  excès 
d’ADN compétiteur non spécifique, poly[dI,dC]. Les quantités sont indiquées en µM. 
3. La protéine AFV1p06 lie l’ADN de façon spécifique 
Pour  la  suite, deux nouveaux oligonucléotides de 25pb ont été pensés, afin de mieux  caractériser 
l’activité  de  liaison  à  l’ADN  de  la  protéine  AFV1p06  (Figure  69).  La  composition  de  ces 
oligonucléotides était inspirée par la structure cristalline du complexe du domaine de liaison à l’ADN 
du facteur de transcription Zif268 (isolé chez la souris) et de son site de liaison (Pavletich et al., 1991; 
Isalan et al., 1997; 1998). Dans  ce  complexe,  chacun des  trois ZNFs de Zif268 établit des  contacts 
spécifiques avec trois bases d’un sous‐site sur un brin de  l’ADN (Pavletich et al., 1991;  Isalan et al., 
1997; 1998) (Figure 70). Parce que  la protéine AFV1p06 possède un seul domaine ZNF, nous avons 
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émis l’hypothèse que son hélice  pourrait interagir avec un court site ADN de trois nucléotides. Les 
oligonucléotides « dsATcomb » et « dsGCcomb » ont donc été dessinés pour porter des répétitions 
régulièrement espacées de différentes combinaisons de triplets (six sur les huit possibles) composés 
de  A  et/ou  T  pour  l’oligonucléotide  « dsATcomb »  et  de  G  et/ou  C  pour  l’oligonucléotide 
« dsGCcomb ».  Avec  cette  approche  combinatoire,  nous  avons  essayé  de  créer  une  ou  plusieurs 
courtes  sous‐régions  ADN  qui  pourraient  être  mieux  reconnues  par  AFV1p06  pour  tester  si  la 
protéine est capable de discriminer entre les différentes séquences ADN. 
 
Figure 69 : Les oligonucléotides « dsATcomb » et « dsCGcomb ». Les oligonucléotides « dsATcomb » 
et « dsGCcomb » portent différentes combinaisons de triplets composés de A et/ou T et de G et/ou 
C, respectivement. 
Nous avons comparé  la mobilité de ces deux oligonucléotides « antagonistes» par  leur composition 
et par leur richesse en GC dans des expériences de gel retard en présence de P06. Une nette baisse 
du signal correspondant à  la forme retardée de  l’oligonucléotide « dsATcomb » marqué au γ‐P32 est 
observée en présence de l’oligonucléotide « dsGCcomb » « froid ».  
 
Figure 70 : Schéma du premier modèle de reconnaissance de l’ADN par un peptide à trois doigts de 
zinc. D’après les résultats de la détermination de la première structure cristalline du complexe entre 
le domaine de  liaison à  l’ADN du facteur de transcription Zif268 et son site de  liaison. Chaque doigt 
de zinc interagit avec un sous‐site de 3pb sur un brin de l’ADN, utilisant les résidus aminoacides des 
positions ‐1, 3 et 6. (Klug 2010). 
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Pour  observer  la même  efficacité,  cinq  fois  plus  d’oligonucléotide  « dsATcomb »  froid  a  dû  être 
ajouté à  l’oligonucléotide « dsGCcomb » radiomarqué (la figure correspondante est présentée dans 
le pdf de l’article joint à ce manuscrit). Ce résultat suggère fortement que la protéine AFV1p06 a une 
préférence pour des motifs d’ADN GC  riches  (par  rapport  aux motifs AT  riches)  et de  ce  fait  elle 
devrait être capable de reconnaître et de se lier à certaines séquences d’ADN de façon spécifique. En 
tenant compte de ce que nous connaissons sur  l’interaction des protéines à doigt de zinc chez  les 
eucaryotes,  il peut être  supposé que  la protéine P06 a une préférence pour  les  triplets GC  riches 
comme site(s) de liaison.  
4. Rôle biologique de la protéine AFV1p06 
La  capacité  de  P06  à  se  lier  de  façon  spécifique  à  l’ADN  double  brin  suggère  fortement  son 
implication  dans  la  régulation  transcriptionnelle  de  certains  gènes  dans  le  génome  d’AFV1. 
Cependant, rien n’est connu à ce sujet et nous avons  tenté de mettre en évidence  les promoteurs 
cibles de P06 dans le génome de ce virus. 
Cela n’a pas été une tâche évidente car, d’après l’analyse structurale de P06, la spécificité de liaison à 
l’ADN de  la protéine P06 seule ne peut pas, par défaut, être très  forte. P06 ne possède qu’un seul 
doigt de zinc et pour cette raison ne peut reconnaître qu’un site ADN très limité, de l’ordre de trois 
nucléotides.  Il est probable qu’in vivo  la spécificité de P06 soit  renforcée par  l’interaction de cette 
protéine avec d’autres protéines participantes à la régulation du promoteur sous contrôle de P06 et 
dotées  de  la  capacité  d’interagir  avec  l’ADN.  Cependant,  à  ce  stade  d’étude  aucune  protéine 
« helper » d’AFV1  si elle existe, n’est connue. 
Le site reconnu par P06 seul est donc par défaut trop petit pour espérer l’identifier par les analyses 
conventionnelles (retard sur gel par exemple). Malgré ce constat, nous avons quand même tenté de 
tester in vitro la cible la plus probable, par comparaison avec d’autres régulateurs viraux décrits dans  
la  littérature,  à  savoir  le  propre  promoteur  du  gène  codant  pour  P06.  Il  est  connu  que  très 
fréquemment  les  régulateurs  transcriptionnels,  surtout  chez  les  virus,  contrôlent  l’expression  de 
leurs propres gènes (Guillière et al., 2009; Peixeiro et al., 2013). En partant de cette hypothèse, nous 
avons décidé de  tester le binding de la protéine P06 sur son propre promoteur à l’aide d’expériences 
de  retard  sur gel. Dans  le génome d’AFV1,  l’ORF59a qui  code pour AFV1p06,  fait partie du meme 
opéron  que  les  ORFs  99,  72  et  157  (Figure  71A).  Nous  avons  testé  le  binding  d’AFV1p06  au 
promoteur de cet opéron (il sera appelé opéron 1).  
Une autre piste pour la recherche de la cible de P06 est suggérée par la préférence de cette protéine 
aux régions d’ADN GC riches. Le génome du virus AFV1 a une composition générale de 36% en GC et 
nous avons choisi comme cibles potentielles de P06 les régions promotrices  où le pourcentage en GC 
était plus élevé que dans le reste du génome d’AFV1 (>36%). Par exemple, c’est le cas du promoteur 
qui contrôle l’expression des ORFs 52 et 80 (appelé ici opéron 2) (Figure 71A). 
Aucun retard spécifique n’a été mis en évidence témoignant que  la protéine AFV1p06 ne se  lie pas 
dans les conditions employées à ces deux régions du génome. (Figure 71B). La ou les cible(s) de P06 
dans le génome d’AFV1 restent à découvrir.  
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Les  résultats  obtenus  confirment  la  conclusion  de  l’analyse  structurale  de  P06  qui  la  caractérise 
comme une protéine à doigt de  zinc. Chez  les archées, c’est  la première protéine de cette  famille 
pour laquelle le binding spécifique à l’ADN riche en GC est démontré.  
La découverte et l’analyse de la première protéine à doigt de zinc chez les archées ébranlent la vision 
communément acceptée sur la nature typiquement « bactérienne » de la régulation de transcription 
chez  les archées. D’après nos premiers  résultats,  il est  temps de  réviser  ce dogme et de  chercher 
d’autres  exemples  impliquant des protéines  au doigt de  zinc dans  la  régulation dans  le  troisième 
domaine du vivant.    
 
Figure 71 : Recherche de cibles potentielles de la protéine AFV1p06 dans le génome du virus AFV1. 
(A) Organisation de deux opérons testés dans le génome du virus AFV1. L’opéron 1 porte les ORF99, 
ORF72, ORF157 et ORF59a qui code pour la protéine AFV1p06 et l’opéron 2, les ORF52 et ORF80 et 
possède une région promotrice plus riche en GC que  le reste du génome d’AFV1. (B) Aucun binding 
de  la protéine AFV1p06 aux oligonucléotides marqué au γ‐P32 contenant  les régions promotrices de 
deux opérons de AFV1. Les expériences PAGE‐EMSA ont été réalisées en présence d’un excès d’ADN 
compétiteur non spécifique, poly[dI,dC]. Les quantités sont indiquées en µM. 
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Nos connaissances de la biologie des eucaryotes, des bactéries et des archées proviennent d’études 
physiologiques, génétiques et biochimiques d’un petit groupe d’organismes devenus des organismes 
modèles. 
Le choix de  l’organisme modèle relève d’une  importance capitale.  Il doit être facile à cultiver, avoir 
un  temps  de  génération  court  et  se  prêter  à  des  manipulations  expérimentales.  A  l’époque 
génomique  actuelle,  la  disponibilité  du  génome  d’une  souche modèle  est  devenue  indispensable. 
Parmi d’autres avantages,  les données  in silico facilitent  le développement de  l’approche génétique 
permettant dans certaines conditions de réaliser une mutagénèse dirigée et d’obtenir facilement des 
mutants  KO  pour  des  gènes  choisis.  Ces  conditions  incluent  la  disponibilité  de  méthodes  de 
transformation et  l’existence de marqueurs de sélection permettant  l’obtention de mutants KO par 
recombinaison homologue.  
Concernant les archées, le développement des approches génétiques pour les modèles représentant 
ce domaine (espèces méthanogènes, halophiles et thermophiles) a été  lent à décoller, parce que  la 
majorité  des  archées  sont  très  difficiles  à  cultiver.  La  découverte  d’espèces  cultivables  et 
l’établissement des conditions de culture ont permis d'énormes progrès dans le développement des 
outils de génétiques pour  les deux principaux phyla d’archées, Euryarchaeota et Crenarchaeota. A 
présent,  plusieurs  organismes  modèles  d’archées  sont  disponibles  pour  les  méthanogènes,  les 
halophiles et les thermophiles. Les Sulfolobales, pour lesquelles la génétique a fait un grand progrès 
au  cours  de  ces  quinze  dernières  années,  servent  comme  modèles  d’étude  des  crénarchées 
hyperthermophiles. 
Les  souches  les  plus  couramment  utilisées  dans  les  laboratoires  sont  S.  solfataricus  (Zillig  et  al., 
1980), S. acidocaldarius (Brock et al., 1972), S. tokodaii (Suzuki et al., 2002) et S.  islandicus (Zillig et 
al., 1998). Récemment,  sept génomes de S.  islandicus ont été  séquencés à partir d'une variété de 
sources chaudes acides aux Etats‐Unis, l'Islande et la Russie (Whitaker et al., 2005). 
Les séquences complètes des génomes, qui varient de 2 à 3 Mpb et sont très riches en A/T (entre 63 
et  67%)  ont  été  déterminées  pour  toutes  les  principales  souches  de  Sulfolobus.  De  fréquents 
remaniements génomiques sont signalés pour S. solfataricus (Redder et Garrett, 2006) mais pas pour 
les  souches modèles  de  S.  islandicus  (Blount  et  al.  2005;  Berkner  and  Lipps  2007;  Jaubert  et  al., 
2013).  
Un grand nombre d'éléments génétiques tels que les virus, les plasmides et les plasmides conjugatifs 
ont été  isolés à partir de plusieurs espèces de Sulfolobus (Zillig et al., 1996; Prangishvili et al., 1998, 
2006;  Peng  et  al.,  2000;  Greve  et  al.,  2004).  Ces  éléments  génétiques  sont  étudiés  de  façon 
intensive : certains d'entre eux  sont utilisés pour mieux  comprendre  l’interaction hôte‐virus  tandis 
que d’autres sont utilisés essentiellement pour  le développement d’outils génétiques  (Berkner and 
Lipps, 2008). 
Différents  outils  génétiques  sont  à  présent  disponibles.  Leur  utilisation  a  déjà  conduit  à  des 
découvertes  importantes,  y  compris  concernant  le  mécanisme  de  division  cellulaire  de  type 
eucaryotique chez  les crénarchées  (Samson et al., 2008),  l'identification d'une réponse générale au 
stress (Maaty et al., 2009),  l'identification de plusieurs régulateurs transcriptionnels (Schelert et al., 
2006; Peeters et al., 2009), etc.  
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1. Etablissement  du  nouveau  modèle  cellulaire  chez  les  Sulfolobales  – 
Sulfolobus islandicus LAL14/1. 
L’existence de plusieurs  souches modèles de Sulfolobus établies depuis plusieurs années pose une 
question  stratégique : pourquoi chercher à établir d’autres modèles génétiques pour ce groupe de 
crénarchées  hyperthermophiles?  La  nécessité  de  l’établissement  de  ce  nouveau  modèle  est 
étroitement liée aux avancées importantes dans les études du virus SIRV2 infectant cet hôte. A la fin 
du  cycle,  les  virions matures  se  libèrent  de  la  cellule  hôte  en  utilisant  des  structures  protéiques 
pyramidales ancrées dans l’enveloppe cellulaire (Bize et al. 2008; Quax et al. 2010; Quax et al. 2011). 
Ces  structures  sont  codées  par  le  génome  viral  et  l’étude  de  l’interaction  hôte‐virus  au  cours  de 
l’infection  est  l’un  des  sujets  principaux  de  notre  laboratoire.  Jusqu’à  2013,  aucun  autre modèle 
d’interaction entre un  virus  lytique et  son hôte  cellulaire n’était  connu  chez  les  crénarchées et  le 
modèle S. solfataricus (Okutan et al., 2013) apparu récemment souffre malheureusement de tous les 
défauts d’un hôte non naturel et en plus fortement mutagénisé.  
La propriété de LAL14/1 d’être la souche naturelle unique pour SIRV2 rend ce modèle cellulaire très 
intéressant et indispensable pour avancer dans l’étude de l’interaction hôte‐virus et un des objectifs 
de ma thèse a été d’établir l’approche de génétique pour cette souche.  
1. Le génome de S. islandicus LAL14/1 
Le séquençage du génome de la souche LAL14/1 et son annotation a permis de mieux caractériser les 
particularités de l’organisation de son chromosome et donné des indices sur la stabilité génétique de 
cette souche. Son génome de 2,47Mb codant pour seulement 2689 gènes est le plus petit génome de 
S. islandicus disponible.  
La comparaison des dix génomes de S. islandicus a mis en évidence la présence dans chaque génome 
d’une  large  région variable occupant  jusqu’à 29% de  la séquence  totale. Chez LAL14/1, cette  large 
région variable portant la séquence peu conservée par rapport aux souches proches, représente 25% 
du génome. Il est constaté chez LAL14/1 l’absence dans la région variable de loci essentiels (origines 
de  réplication,  gènes  d‘ARNt,  gènes  d’ARNr,  gènes  codant  pour  les  protéines  ribosomales), 
accompagnée  d’une  grande  richesse  en  gènes  non‐essentiels.  Ces  résultats  concordent  avec  les 
observations  faites précédemment pour  les génomes de S.  islandicus HVE10/4, REY15A  (Guo et al. 
2011), L.D.8.5, L.S.2.15, M.14.25, M.16.4, M.16.27, Y.G.57.14 et Y.N.15.51 (Reno et al. 2009). 
Le  génome  de  la  souche  LAL14/1  est  très  similaire  par  sa  structure  et  par  sa  composition  aux 
génomes  des  souches  phylogénétiquement  proches,  HVE10/4  et  REY15A  (Guo  et  al.,  2011). 
Néanmoins, la présence dans chacun de ces génomes de multiples réarrangements locaux soulève la 
question de  la  stabilité du génome  LAL14/1, une question  cruciale pour un modèle de génétique. 
Comme  les  deux  souches  mentionnées,  LAL14/1  porte  de  nombreuses  copies  d'IS  éléments  de 
différentes familles. La transposition des IS est une source  importante de  l’instabilité du génome et 
des réarrangements chromosomiques (Bennett et al., 2004). 
Notre analyse in silico du génome de LAL14/1 prédit une faible activité des éléments IS chez LAL14/1 
car  la majorité  des  familles  de  ces  éléments  génétiques mobiles  est  représentée  par  des  copies 
incomplètes  et  non  fonctionnelles.  En  concordance  avec  cette  prédiction,  nous  n’avons  pas  pu 
obtenir de mutants  spontanés portant des délétions dans  le  locus pyrEF. Ainsi,  la  souche  LAL14/1 
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semble être génétiquement plus stable comparée à  S. islandicus REY15A, un autre modèle génétique 
chez les Sulfolobales, pour qui ce type de mutation est observé assez fréquemment (2% des mutants 
PyrEF‐ spontanés) (Guo et al., 2011). De plus, les mutants ponctuels Ura‐ apparaissent chez LAL14/1 
avec une fréquence entre 10‐6 et 10‐7, ce qui correspond aux valeurs classiques pour des mutations 
spontanées chez les bactéries et les archées.  
En  conclusion,  l’ensemble de  résultats obtenus, aussi bien  in  silico qu’in  vivo,  souligne une bonne 
adéquation de  la souche LAL14/1 aux critères  imposés pour une souche modèle, essentiellement  la 
faible présence d’éléments mobiles fonctionnels et la stabilité générale du génome.  
2. Etablissement du modèle de génétique et les premières retombées.  
Après  la phase de  séquençage  et d’analyse  in  silico,  l’étape  suivante  a  consisté  à  valider  LAL14/1 
comme  modèle  de  génétique  par  des  manipulations  in  vivo  et  par  l’obtention  des  mutants 
recherchés.  
Le dérivé KO pyrEF de LAL14/1  indispensable pour utiliser  la sélection Ura+/Ura‐ a été obtenu par 
l’approche  de  remplacement  allélique.  Nous  avons  obtenu  la  preuve  que  la  souche  LAL14/1  ne 
présente pas d’obstacles pour la transformation et que le système de recombinaison homologue est 
aussi efficace que chez d’autres modèles de Sulfolobus.  
Un  autre  marqueur  de  sélection,  le  gène  lacS+,  est  largement  utilisé  dans  les  manipulations 
génétiques  chez  les Sulfolobales. Nous avons  cherché à  construire  le   mutant  Lac‐ pour  la  souche 
LAL14/1 pyrEF‐ (ou obtenir un mutant spontané stable) mais malheureusement ce travail n’a pas pu 
être achevé dans le cadre de cette thèse.  
Pour valider le système, nous avons mis comme objectif la construction de trois mutants : le premier 
correspond à  l’inactivation d’un gène unique de 390 bp, sta1,  le second est  le mutant ΔtopR2 et  le 
troisième  représente  la  délétion  d’une  région  de  6,6  kbp  comprenant  de  la  majeure  partie  du 
CRISPR_1 de LAL14/1.   
Le  gène  sta1  a  été  mis  en  évidence  par  notre  laboratoire  en  2006  en  étudiant  les  facteurs 
transcriptionnels de  l’hôte  intervenant dans  la régulation du cycle d’infection des rudivirus SIRV1/2 
(Kessler et al., 2006). Sta1 a été décrite comme un activateur de la transcription de trois promoteurs 
de SIRV1. Un autre groupe a établi par  la suite sa première cible chromosomique,  le promoteur du 
gène sso0777, paralogue du gène radA, prédit comme impliqué dans la réparation de l'ADN (Abella et 
al., 2007). Obtenir  le mutant KO pour  le gène sta1 avait pour but de vérifier expérimentalement  la 
prédiction selon laquelle un tel mutant a de fortes chances de ne plus être infecté efficacement (ou 
pas du  tout) par  le virus SIRV1/2 à cause de  l’absence de  l’activateur pouvant être crucial pour  le 
cycle du virus. Le même mutant pourrait permettre de vérifier l’implication de Sta1 dans la régulation 
du  processus  de  réparation  de  l’ADN  de  l’hôte.  Le mutant  sta1‐  pourrait  par  exemple,  devenir 
hypersensible aux UV montrant l’importance de la voie de réparation régulée par Sta1.  
Comme  indiqué  dans  la  partie  Résultats,  l’approche MID  utilisée  pour  générer  ce mutant  a  été 
appliquée sur deux souches, LAL14/1 et E233S. Etant donné que l’approche est pleinement puissante 
seulement  sur  les  doubles  mutants  lacS‐  pyrEF‐,  toutes  les  conclusions  discutées  ci‐dessous 
découlent des résultats obtenus avec la souche E233S. 
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Pour  les deux souches, LAL14/1 et E233S,  l’insertion des marqueurs  lacS+ et pyrEF+ portant par  la 
cassette  d’inactivation  s’est  produit  efficacement.  Pour  rappel,  ces   transformants lacS+  pyrEF+ 
portent  toujours  une  copie  fonctionnelle  du  gène  sta1.  La  suite,  l’excision  de  la  cassette,  a  été 
étudiée  avec  la  souche  E233S  uniquement.  Les  données  physiologiques  (phénotypes  des  colonies 
sélectionnées  sur  le  milieu  5‐FOA)  et  les  données  moléculaires  (PCR  sur  le  mélange  des 
transformants  cultivés dans un milieu  liquide en présence de 5‐FOA)  indiquent  clairement que  les 
mutants recherchés appariaient au cours de  la croissance  (données de PCR) mais ne se multiplient 
pas par la suite, ni dans le milieu liquide, ni sur le milieu solide. Ce comportement a déjà été observé 
pour  certains gènes de  S.  islandicus E233S dans  les essais d’obtention de  leurs mutants KO et  les 
auteurs de  ces études ont  conclu qu’il  s’agissait de gènes essentiels  (par exemple,  les gènes pcna 
(Zhang et al., 2010), mre11, rad50, xpg, herA (Zhang et al., 2013)). 
Le gène  sta1  semble donc être également un gène essentiel  impliqué dans  la  survie de  la  souche 
dans  les  conditions  classiques  de  croissance  (80°C,  pH3).  Pour  confirmer  cette  hypothèse,  les 
expériences  de  délétion  de  l’allèle  sauvage  chromosomique  de  sta1  devraient  être  répétées  en 
présence du second allèle du même gène exprimé à partir d’un promoteur inductible (promoteur du 
gène araS du vecteur pSSR). Seuls les recombinants obtenus et maintenus en présence de l’inducteur 
(arabinose) devraient survivre et,  inversement,  leur transfert dans un milieu sans  inducteur devrait 
provoquer un fort ralentissement de la croissance ou la mort cellulaire. 
Dans tous les cas, le rôle de Sta1 reste énigmatique, aussi bien pour la survie de la cellule que pour le 
cycle d’infection de SIRV. Compte tenu de sa très probable essentialité, il n’est pas exclu qu’il régule 
ou participe à un processus cellulaire vital non décrit jusqu’à maintenant.  
Le deuxième gène qui nous a  intéressé pour construire un mutant KO est  le gène  topR2. Ce gène 
semble également être un gène essentiel, à  la  température de sélection utilisée et son mutant n’a 
pas pu être obtenu. En perspectives, nous aimerions tenter d’obtenir ce mutant à une température 
plus basse avant de conclure sur son essentialité. 
Le  troisième  locus pour  lequel nous avons  souhaité obtenir une délétion correspond à une  région 
chromosomique de 6,6 kbp comprenant de la majeure partie du CRISPR_1 de LAL14/1.   
Le génome de LAL14/1 possède cinq  loci CRISPRs associés à trois cassettes de gènes cas (sous‐type   
I‐A) et deux cassettes de gènes cmr  (sous‐type  III‐B)  (Figure 72  (Makarova et al. 2011). Suivant  les 
séquences des régions leader, des répétitions et des gènes cas, les CRISPRs de LAL14/1 peuvent être 
divisés en deux familles  I et  III (Lillestol et al. 2009). Les CRISPRs de LAL14/1 rattachés à  la famille  I 
présentent une organisation habituelle de deux  loci CRISPR_1 et CRISPR_2,  liés et orientés en sens 
contraire,  accompagnés  de  deux  cassettes  de  gènes  cas,  l’une  interne  et  l’autre  externe. 
L’organisation des CRISPRs de LAL14/1 de la famille III est unique chez les S. islandicus. Les trois loci 
CRISPR_3, CRISPR_4 et CRISPR_5 encadrent parfaitement une cassette de gènes cas et une cassette 
de gènes cmr.  
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Figure  72  : Organisation  des  séquences  CRISPRs  chez  S.  islandicus  LAL14/1.  Les  cinq  séquences 
CRISPRs de LAL14/1 s’organisent en deux régions associées aux familles I et III des séquences CRISPRs 
de S.  islandicus. L’insertion étonnante du pseudo‐spacer SiL‐E1 et  son homologie avec  le plasmide 
pHVE14 est aussi illustrée. 
L’analyse  des  285  spacers  des  CRISPRs  de  LAL14/1  a  révélé  trente‐trois  signatures  ciblant 
parfaitement (trois signatures) ou imparfaitement (trente signatures) de Rudivirus, de Fusellovirus ou 
de  plasmides  conjugatifs  déjà  décrits  dans  l’environnement  naturel  de  LAL14/1.  Les  signatures 
parfaites  se  répartissent  comme  suit : deux  signatures  ciblant parfaitement  le  virus  SIRV1 ont été 
mises  en  évidence,  l’une  dans  le  CRISPR_1,  et  l’autre  dans  le  CRISPR_5.  La  signature  ciblant 
parfaitement  le plasmide pARN3 est  retrouvée dans  le CRISPR_2. Aucune  signature  virale parfaite 
contre le virus SIRV2 n’a été mise en évidence.  
Contrairement aux souches préalablement analysées, seule la souche S. islandicus LAL14/1 présente 
une cohérence parfaite entre son phénotype de résistance/sensibilité aux virus SIRV1 et SIRV2 et  le 
profil des signatures virales retrouvées dans ses séquences CRISPRs. Cette cohérence laisse suggérer 
l’implication des  systèmes CRISPR/Cas de  LAL14/1 dans  la  résistance de  la  souche  au  virus  SIRV1. 
Cette  hypothèse  pourrait  être  confirmée  par  l’inactivation  des  deux  signatures  et  l’abolition  du 
phénotype de résistance au virus SIRV1 VIII.  
Nous avons tout d’abord réalisé l’inactivation du locus CRISPR_1 portant une des signatures parfaites 
contre  SIRV1.  Les  détails  de  ce  travail  sont  discutés  dans  l’article  joint  et  ici,  je me  contente  de 
reproduire  seulement  les  constructions  utilisées  et  le  schéma des  recombinaisons  in  vivo menant 
vers le mutant  ΔCRISPR_1 Δcsx1 Δcas4 (Résultats II.2.4, Figure 44).  
La  construction  de  ce  mutant  a  permis  tout  d’abord  de  démontrer  que  l’approche  utilisée  est 
également efficace quand  il s’agit de  longues délétions de plusieurs kb d’ADN. Le second objectif a 
été de tenter d’inactiver le CRISPR_1, porteur d’une des signatures contre le virus SIRV1 (séquences 
des  répétions/spacers et  les gènes csx1 et cas4) et, comme discuté précédemment, susceptible de 
jouer  un  rôle  déterminant  dans  le  phénotype  de  résistance  de  LAL14/1  contre  le  virus  SIRV1.  Le 
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maintien du phénotype de résistance observé chez le mutant  ΔCRISPR_1 Δcsx1 Δcas4 construit peut 
être expliqué par la présence d’une seconde signature contre le virus SIRV1 dans le CRISPR_5 ou par 
l’existence  chez  LAL14/1 d’autres mécanismes de  résistance  indépendants du  système CRISPR/Cas 
(Bikard et al. 2012).  
En  perspectives,  la  construction  d’un  double‐mutant  de  délétion  pour  les  CRISPR_1  et  CRISPR_5 
pourrait  permettre  de  mieux  caractériser  l’implication  potentielle  du  système  CRISPR/Cas  dans 
l’immunité de la souche LAL14/1 contre le virus SIRV1. Il serait encore plus intéressant d’obtenir, par 
plusieurs  cycles  d’inactivation  par  la  recombinaison  spécifique,  un  dérivé  de  LAL14/1  dépourvu 
complètement de toutes les cassettes CRISPRs et des gènes cas correspondants. Ce type d’approche 
réalisée différemment (mutation spontanée sous forme d’une  longue délétion)   pour S. solfataricus 
P2 a permis de fortement élargir la sensibilité de cette souche pour des virus connus des Sulfolobales 
(Okutan et al., 2013). Ainsi  le mutant de S. solfataricus « presque sans CRISPRS » peut maintenant 
servir  comme  hôte  pour  l’infection  par  SIRV2  contre  lequel  la  souche  initiale  est  résistante.  Le 
mécanisme de cet élargissement du spectre d’hôte n’est pas clair surtout dans la situation où aucun 
spacer parfait contre SIRV2 n’est répertorié dans les CRISPRs de la souche sauvage de S. solfataricus 
P2.  
Dans  le  cas  de  LAL14/1  la  construction  de  ce  type  de mutants  pourrait  permettre  d’obtenir  une 
souche « hôte universel » capable, si l’hypothèse de départ est correcte, d’être infectée par un plus 
grand  nombre  des  virus  des  crénarchées  notamment  par  tous  les  virus  de  l’ordre  Ligamenvirales 
(Prangishvili  et  Krupovic,  2012)  incluant  SIRV1,  SIRV2,  ARV1  (Acidianus  rod‐shaped  virus  1),  SRV 
(Stygiolobus rod‐shaped virus) et SMRV1 (Sulfolobales Mexican rudivirus 1), (Prangishvili et al., 1999; 
Vestergaard et al., 2005; 2008). 
Les  CRISPRs  de  LAL14/1  ouvrent  également  d’autres  perspectives  d’études.  Ainsi,  le  génome  de 
LAL14/1 contient un spacer inhabituellement long de 2 kb retrouvé dans le CRISPR_2  (Figure 72). Ce 
spacer représente une  insertion de près de 2kb d’ADN d’un plasmide partageant 82% de similarité 
avec les plasmides pHVE14 et pING1. Le mécanisme d’insertion de ce spacer et sa fonctionnalité sont 
des  sujets de discussions. Etant donné que ce  spacer est entouré par deux  répétitions parfaites,  il 
n’est  pas  exclu  que  son  intégration  se  soit  produite  grâce  à  un mécanisme  tout  à  fait  classique 
d’insertion de nouveaux  spacers. Dans  ce  cas,  cette découverte du premier  cas de  spacers d’aussi 
grande  taille  élargira  notre  connaissance  générale  des  CRISPRs.  Quelque  soit  son  mécanisme 
d’acquisition, il est intéressant de s’interroger sur la fonction de ce pseudo‐spacer.  
Pour répondre à cette question  la construction d’un mutant dépourvu de ce spacer s’impose. Si ce 
spacer  présente  une  quelconque  fonctionnalité,  l’efficacité  de  transformation  par  le  plasmide 
pHVE14  des  souches  sauvages  et  du mutant  « ∆spacer  géant »  ne  sera  pas  la même.  L’approche 
génétique ne se limite certainement pas aux seules séquences CRISPRs. Tous les sujets s’adressant à 
l’hôte  seul  ou  à  son  interaction  avec  ses  virus  peuvent  bénéficier  de  l’approche  génétique.  Par 
exemple, les mécanismes d’entrée et de sortie du virus SIRV2 sont des sujets activement développés 
dans  notre  laboratoire  (Bize  et  al.,  2009;  Quax  et  al.,  2010;  2011;  Prangishvili  et  al.,  2011).  La 
protéine réceptrice présente sur la surface cellulaire et servant du point d’ancrage du virus au début 
d’infection est en train d’être identifiée par le groupe de D. Prangishvili  (Quemin et al., 2013). Il sera 
indispensable par la suite d’inactiver le gène correspondant pour démontrer le rôle indispensable de 
cette protéine dans l’adsorption de SIRV2. Le mutant devrait à priori devenir résistant à SIRV2.  
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2. Etablissement du modèle viral infectant les Sulfolobales – virus SIRV1/2  
Les  études  des  virus  d’archées  hyperthermophiles  ont  permis  l’identification  de  nombreuses 
nouvelles espèces virales montrant la richesse insoupçonnée des morphotypes des particules virales 
(Pina et al., 2011; Prangishvili, 2013). Cependant, notre connaissance du fonctionnement de ces virus 
reste largement insuffisante. Au cours des dernières années, des efforts considérables ont été faites 
pour déchiffrer  les  fonctions des protéines  codées par  ces virus d'archées et pour  caractériser  les 
différentes étapes de leurs cycles d'infection. En conséquence, plusieurs systèmes virus‐hôte chez les 
Crenarchaota  (Fu  et  Johnson,  2012;  Iverson  et  Stedman,  2012; Wirth  et  al.,  2011)  et  chez  les 
Euryarchaeota (Klein et al., 2012; Roine et al., 2011; Sencilo et al., 2012; Porter et Dyall‐Smith, 2008) 
sont maintenant disponibles pour étudier plus en détails les interactions hôte‐virus d'archées. 
Rudiviridae  est  l'une  des  neuf  familles  reconnues  de  virus  de  crénarchées  (Pina  et  al.,  2011; 
Prangishvili et Krupovic, 2012; Prangishvili 2013). Ils comprennent des virus non enveloppés linéaires 
à ADN double brin (Prangishvili et al., 1999). Parmi  les cinq  isolats de rudivirus, SIRV1 et SIRV2 sont 
les  virus  le  plus  étroitement  liés  avec  73%  d'identité  dans  leurs  séquences  génomiques.  Dans  la 
nature,  ils  infectent  uniquement  certaines  souches  de  S.  islandicus  même  si  récemment  la 
propagation de SIRV2 dans un mutant de S.  solfataricus P2 a été décrite  (Okutan et al., 2013).  La 
plupart des connaissances actuelles sur  le Rudiviridae proviennent d'études réalisées avec SIRV1 et 
SIRV2.  Etant  donné  la  forte  similitude  des  protéines  codées  par  chacun  de  ces  virus  et  une 
ressemblance  générale  des  séquences  et  des  structures  de  leurs  génomes,  les  données  obtenues 
pour un de ces virus sont pratiquement toujours directement transférable à l'autre.  
Les virus SIRV1/2 s’imposent donc comme un modèle viral très riche pour étudier un  large spectre 
des questions de biologie des virus d’archées. Parmi  ces questions – posées, en  cours d’étude ou 
résolues – sont retrouvées l’établissement de la composition et de la structure des virions, étudiées 
par  des  approches  biochimiques  et  par  microscopie  électronique;  l’analyse  de  la  structure  des 
génomes des  rudivirus et de  leurs mécanismes de  réplication.  Le plus grand progrès a été atteint  
dans l’étude des étapes du cycle viral et des mécanismes de sortie des virions de la cellule. Le cycle 
lytique  de  SIRV2  se  termine  par  l'assemblage  des  virions  dans  le  cytoplasme,  sous  la  forme  de 
plusieurs paquets  contenant environ  cinquante virions. Parallèlement à  l'assemblage du virion,  les 
structures VAP  (appelés associée au pyramides associées aux virus) sont formées à  la surface de  la 
cellule provoquant la rupture de la couche S (Bize et al., 2009). Le cycle se termine avec l'ouverture 
des VAP, permettant la libération du cytoplasme et des virions matures. 
Il  semble  qu’une  protéine,  SvtR  (ou  P56B)  joue  un  rôle  important  dans  la  régulation 
transcriptionnelle chez SIRV1.  La première étude publiée en 2009 (Guillière et al., 2009) identifie ce 
régulateur mais seules deux cibles de SvtR avaient été caractérisées en détails, le promoteur de son 
propre gène et  le promoteur du gène codant pour une protéine structurale P1070  (Guillière et al., 
2009). 
En plus de SvtR, plusieurs autres protéines portant des motifs de liaison à l’ADN (HTH, RHH) ont été 
prédites  par  l’approche  in  silico  (Prangishvili  et  al.,  2006).  Il  s'agit  notamment  de  P83a/83b  (HTH 
motif), P59b (RHH motif), P55 (domaine de liaison au zinc) et P114. Bien que la fonction exacte de ces 
protéines  n'ait  pas  encore  été  déterminée,  la  présence  de  domaines  de  liaison  d'ADN  typiques 
suggère qu'ils pourraient être impliqués dans la régulation des promoteurs viraux et/ou cellulaires. 
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Identifier tous les régulateurs codés par SIRV1/2, décrire les détails de la régulation transcriptionnelle 
du  génome  viral,  comprendre  les  mécanismes  d’interaction  de  ces  facteurs  avec  le  complexe 
d’initiation de la transcription est indispensable pour construire SIRV1/2 en un vrai modèle viral des 
crénarchées.  
Mon  travail  doctoral  a  permis,  entre  autres,  d’élargir  la  connaissance  des  cibles  de  SvtR  dans  le 
génome de SIRV1. Parmi six cibles  identifiées par  l’étude  in silico et EMSA, pour quatre,  le  rôle de 
SvtR comme activateur ou répresseur transcriptionnel a été confirmé par l’analyse fonctionnelle. Au 
total,  il a été démontré que SvtR est capable de se  lier sur onze sites dans  le génome de SIRV1. Le 
nombre assez élevé de gènes (pour un génome viral de quarante‐cinq gènes)  inclus dans  le régulon 
de SvtR et  le  fait que SvtR contrôle deux gènes codant des protéines de capside  (dont  la protéine 
majeure de capside P134) permet de supposer que SvtR est un régulateur clef du cycle viral.  
1. Vision globale de l’activité transcriptionnelle chez SIRV1/2 à l’aide de transcriptome 
Malgré la bonne connaissance du rôle et des cibles de SvtR,  la régulation transcriptionnelle du cycle 
viral  de  SIRV1/2  n’est  pas  suffisamment  comprise  dans  son  ensemble.  L'analyse  initiale  de 
l'expression des gènes des virus SIRV1 et SIRV2 par hybridation Northern blot, de  trente minutes à 
trois heures après l'infection, a donné l’impression d’une quasi absence de régulation temporelle de 
l'expression des gènes viraux (Kessler et al., 2004). De nombreux gènes sont regroupés et semblent 
être  transcrits en ARNm polycistroniques. Cependant,  l’approche de  transcriptome beaucoup plus 
précise et réalisée avec des points de mesures rapprochés donne une  image plus nuancée (Quax et 
al., 2013; Okutan et al., 2013) (Figure 73). Par leur ordre de transcription au cours des trois premières 
heures après l’infection, les gènes viraux se divisent clairement en trois groupes : précoces, moyens 
et  tardifs.  Les  gènes  précoces  occupent  les  extrémités  du  génome  suivies  par    les  gènes 
intermédiaires    et  finalement  les  gènes  tardifs  se  concentrent dans  la partie  centrale du  génome 
(Okutan et al. , 2013; Quax et al., 2013). 
 
Figure  73 :  Carte  du  génome  de  SIRV2 montrant  l’expression  temporelle  des  gènes  viraux.  Les 
gènes  sont  classés  en  gènes  précoces,  intermédiaires  et  tardifs,  selon  les  résultats  d’analyses  de 
puces à ADN (Okutan et al., 2013). 
Les transcrits des gènes précoces sont observés à 15‐30 minutes post‐infection (p.i.) et ils culminent 
à l’intérieur des 60 minutes p.i. Les transcrits des gènes intermédiaires sont détectés à partir de 30‐
60 minutes p.i. avec un pic à deux heures p.i. Enfin, les gènes restants culminent tous à trois‐quatre 
heures  p.i.  et  sont  classés  comme  gènes  tardifs  (Figure  73).  Les  résultats  de  Quax  et  al.,  2013 
concordent sur l’observation que les gènes situés aux extrémités du génome (ORF83a et b, 119a et 2) 
sont  transcrits  en  premier  et  ceux  correspondant  à  la  partie  centrale  du  génome  (ORF134  et 
ORF1070 par exemple) ensuite. La position de beaucoup de gènes dans  le génome de SIRV est en 
accord  avec  les  fonctions  prédites  des  protéines  correspondantes.  Par  exemple,  les  protéines 
impliquées  dans  la  structure  et  l’assemblage  du  virion,  telles  que  les  protéines  P488,  P564,  P134 
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(protéine majeure de capside) et P1070 (protéine mineure de capside) et la protéine P98 (formation 
des VAPs) sont codées par des gènes tardifs (Pangishvili et al., 2013; Okutan et al., 2013) (Figure 73). 
Nous nous sommes alors posé  la question de comment s’accordaient  les données du transcriptome 
avec nos connaissances du régulon SvtR. Nous avons spécifiquement analysé les profils d’expression 
des gènes cibles de SvtR pour  lesquels  le rôle de SvtR, activateur ou répresseur de  la transcription, 
est décrit (gp03, gp08, gp19 et gp30) mais aussi les gènes gp07 et gp20 dont les promoteurs portent 
des sites fortement reconnus par SvtR. Les résultats de cette analyse sont résumés dans la Figure 74. 
Les résultats des puces à ADN (Figure 74A) sont donnés en échelle de Log2 tandis que ceux de l’ARN‐
seq sont présentés en valeurs absolues  (Figure 74B). Les valeurs d’expression déterminées par ces 
deux transcriptomes sont difficilement comparables et le but de cette analyse a été de comparer de 
façon qualitative  les tendances des profils d’expression pour chaque cible. Pour chacune des cibles 
observées, les deux transcriptomes donnent des profils d’expression très semblables. 
Le gène gp08 qui code pour  la protéine SvtR n’est pas  transcrit pendant  les premières 15 minutes 
post‐infection.  Le  gène  commence  à  être  transcrit  entre  15  et  30 min  p.i.  jusqu’à  atteindre  un 
maximum vers deux heures p.i., puis le nombre de transcrits diminue. Ces données confirment le rôle 
de SvtR comme répresseur de son propre gène. Le site de fixation de SvtR dans le promoteur de son 
propre gène est parmi ses sites les plus faibles. Il n’est pas étonnant que l’effet de répression ne soit 
visible qu’après une  forte expression du gène gp08 et, certainement, une  forte accumulation de  la 
protéine SvtR dans le cytoplasme de la cellule infectée. In vitro la protéine SvtR est très stable; si elle 
est aussi stable  in vivo  la répression de gp08  instaurée vers 2h p.i. va persister pendant  le reste du 
cycle. Une  faible augmentation du nombre de  transcrits de gp08 à  la  fin du cycle, à partir de sept 
heures, peut être due à  la dégradation de  la protéine SvtR et  la reprise de  la transcription de gp08, 
mais l’effet observé est marginal. 
SvtR  réprime  le  promoteur  du  gène  gp03.  Le  profil  de  transcription  de  gp03  confirme  aussi  les 
résultats.  En  effet,  la  transcription  du  gène  augmente  rapidement  jusqu’à  atteindre  un  pic  à  une 
heure p.i. puis redescend progressivement. Cette baisse d’expression est consécutive à  l’apparition 
de  transcrits  du  gène  gp08,  ce  qui  va  fortement  dans  le  sens  d’une  répression  de  SvtR  sur 
l’expression du gène gp03. Un effet répressif de SvtR sur gp03 apparaît beaucoup plus précocement 
par rapport à celui de SvtR sur gp08 et ceci est en accord avec la meilleure affinité de SvtR au site sur 
le promoteur de gp03 que celle pour celui de gp08.  
En ce qui concerne  le gène gp19, son expression augmente très fortement à partir d’une heure p.i. 
lorsque  l’expression du gène qui code pour  la protéine SvtR est maximale. Cette observation est en 
accord avec  les  résultats de mon  travail qui montre que SvtR est un activateur  transcriptionnel de 
gp19. Cette expression tardive de gp19 correspond au rôle biologique de la protéine pour laquelle il 
code : le  virus n’a besoin de cette protéine majeure de capside qu’en fin de cycle d’infection. 
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Figure 74 : Profils d’expression du gène gp08 codant pour le régulateur SvtR et de ses gènes cibles. 
Données  récoltées  à  partir  d’Okutan  et  al.,  2013  et  Quax  et  al.,  2013.  Sur  la  partie  A,  t=0,25 
correspond  à 15 minutes post‐infection et  t=0,5  à 30 min.  Les  valeurs  suivantes  sont données en 
heures. Pour les parties B et C, toutes les valeurs sont indiquées en heures post‐infection.  
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Enfin, quant au gène gp30, sa transcription est assez faible jusqu’à 60 min p.i. puis elle augmente très 
fortement pendant  le reste du cycle quand  la quantité de SvtR accumulée dans  la cellule est forte. 
Ceci est en accord avec les données obtenues au cours de mon travail.  
Les transcrits des gènes gp30 et gp19 codant respectivement pour les protéines de structure P1070 
et P134 sont détectés en quantité importante à partir de quatre‐cinq heures. Il peut être conclu que 
la formation des particules virales peut théoriquement démarrer à partir de cinq heures p.i.  
Nous  avons démontré que  SvtR  reconnaît  les  sites  situés dans  les promoteurs des  gènes gp07  et 
gp20. Cependant, le rôle fonctionnel de SvtR pour ces cibles est resté non déterminé car l’approche 
d’IVT n’a pas permis de statuer sur ce point. D’après les données transcriptomiques, l’expression de 
gp07 augmente dès le début du cycle, ce qui n’est pas en contradiction avec l’hypothèse d’activation 
du promoteur gp07 par SvtR. Quant à gp20, sa transcription diminue quand l’expression de SvtR est à 
son maximum. Ces données suggèrent que SvtR pourrait réprimer la transcription de gp20. 
Pour  conclure,  l’ensemble  de  résultats  transcriptomiques  présentés  confirment  les  prédictions  de 
l’analyse fonctionnelle concernant le rôle de SvtR sur les cibles analysées.  
2. L’originalité du mécanisme de régulation par SvtR 
La régulation de l’activité des gènes viraux par SvtR a plusieurs aspects originaux. Tout d’abord, selon 
la  cible  SvtR peut agir  soit  comme  répresseur,  soit  comme activateur  transcriptionnel. Ce  type de 
situation a déjà été  rencontré pour plusieurs autres  régulateurs  transcriptionnels chez  les archées. 
Ainsi,    les protéines SurR et TrmBL1 codées par P. furiosus peuvent agir à  la fois comme activateurs 
ou comme répresseurs de la transcription des gènes concernés selon la localisation de leurs sites de 
liaison  (Lipscomb et al., 2009; Lee et al., 2008). Egalement,  le régulateur Ss‐LrpB de S. solfataricus, 
qui  porte  un  domaine  de  liaison  à  l’ADN  de  type  HTH,  agit  dans  les  deux  sens  et  cela  de  façon 
dépendante de la concentration (Peeters et al., 2004).  
Le  sens  de  régulation  par  un  régulateur  transcriptionnel  ne  semble  pas  dépendre  réellement  de 
mécanismes spécifiques de liaison à l’ADN mais dépend plutôt de la localisation du site de liaison par 
rapport au promoteur (décrit dans l’Introduction, Figure 18).  
Pour  certaines  des  cibles  de  SvtR,  il  est  compris  assez  bien  comment  la  protéine  influence  la 
transcription, pour d’autres,  le mécanisme  reste à déterminer.   Par exemple, dans  le  cas du gène 
gp08, le mécanisme de sa répression par SvtR semble être assez clair. Dans ce cas, le site de liaison 
de la protéine SvtR recouvre le site d’initiation de la transcription, laissant suggérer que la liaison de 
SvtR  n’empêche  pas  la  fixation  des  facteurs  TBP  et  TFB mais  l’avancement  de  l’ARNP,  également 
recrutée,  vers  le  site  +1  (Figure  75A).  Un  des  avantages  de  ce  type  de  répression  peut  être  la 
possibilité de réactiver rapidement la transcription de gp08 sans repasser par la phase de formation 
du complexe de pré‐initiation.  
Pour deux autres cibles de SvtR, gp03 et gp30, pour lesquelles SvtR est soit un répresseur (gp03) soit 
un activateur  (gp30) nous avons constaté que  les sites de  fixations correspondants se  trouvaient à 
une  telle distance du promoteur qu’aucune  interaction directe de  SvtR  avec  le promoteur n’était 
envisageable.  Pour gp03, le site de SvtR est à quarante‐sept nucléotides en amont du site d’initiation 
de la transcription et dans le cas de gp30 il est à soixante‐treize nucléotides. SvtR agit dans ces deux 
cas à distance et nous avons pu décrire le mécanisme de son action sur le modèle de gp30.  
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Le travail réalisé au cours de cette thèse a mis en évidence que  la protéine SvtR se  liait sur un site 
principal  et  polymérisait  pour  atteindre  la  région  promotrice  du  gène  gp30.  L’oligomère  de  SvtR  
atteint et recouvre partiellement la séquence BRE du promoteur de gp30. Les détails du mécanisme 
utilisé  par  SvtR  pour  activer  la  transcription  du  gène  gp30  ne  sont  pas  connus mais  il  peut  être 
supposé qu’il facilite  le recrutement d’un des trois éléments du complexe de pré‐initiation, soit des 
facteurs  TBP  et/ou  TFB,  soit  directement  de  l’ARNP  (Figure  75).  Les  séquences  UAS  (« upstream 
activating  sequence »)  localisées  en  amont  ou  chevauchant  partiellement  l’élément  BRE  sont 
connues chez  les archées et elles peuvent être situées aussi bien en amont qu’en aval de  la TATA‐
box. Il a été démontré in vitro qu’elles amélioraient ainsi directement le recrutement in vitro de TBP 
ou TFB à la TATA‐box (Ouhammouch et al., 2003; 2005; Peng et al., 2009).  
De façon courante, les activateurs transcriptionnels se lient à un site opérateur, localisé en amont ou 
chevauchant  partiellement  l’élément  BRE  et  appelé  « upstream  activating  sequence »  (UAS).  Des 
sites opérateurs auxiliaires sont localisés en amont du premier site, en aval de la TATA‐box ou en aval 
du  site  d’initiation  de  la  transcription.  Chez  Methanoccoccus  jannaschii,  le  régulateur  Ptr2, 
l’activateur  transcriptionnel  le mieux  étudié  chez  les  archées,  active  la  transcription  en  recrutant 
directement TBP au promoteur (Ouhammouch et al., 2003; 2005). Un mécanisme similaire est utilisé 
par GvpE (Teufel et al., 2010). Récemment, Ochs et al., ont mis en évidence l’existence du régulateur 
PF1088, chez P. furiosus dont le site de liaison est localisé juste en amont de la séquence BRE (Ochs 
et al., 2012).  Il s’agit du premier exemple de participation d’un régulateur transcriptionnel dans    le 
recrutement direct de TFB. 
Il peut être supposé que SvtR active  la transcription de gp30 de  la même manière, en  interagissant 
avec les facteurs TBP et/ou TFB (Figure 75), mais au préalable la protéine devrait atteindre sa cible en 
se polymérisant sur la matrice d’ADN. Par deux approches indépendantes, l’approche de footprinting 
et l’observation directe en AFM et EM, nos travaux ont démontré l’existence réelle de ce processus, 
sa spécificité et l’étendue de la région d’ADN couverte par l’oligomère de SvtR. Nous avons démontré 
que  la  présence  du  site  principal  est  indispensable  pour  initier  l’oligomérisation.  Le  processus 
d’oligomérisation semble être guidé par de courts sites dégénérés détectés entre le site principal et 
la  TATA‐box.  L’analyse mutationnelle  confirme  l’importance  de  ces  sites  car  en  leur  absence  la 
polymérisation de SvtR est très peu efficace. Quant à l’effet biologique sur l’initiation de transcription 
il n’est pas exclu qu’il puisse aussi être lié au changement global de la conformation de l’ADN dans la 
région promotrice conduisant au recrutement plus efficace des facteurs TBP et/ou TFB.  
L’action  par  polymérisation  a  déjà  été  décrite  pour  d’autres  protéines  de  la  famille RHH. Ainsi  la 
protéine CopG bactérienne se polymérise sur l’ADN à partir de son site principal  grâce à la présence 
de  sites  secondaires  de  liaison  présents  dans  l’opérateur  du  gène  régulé  par  CopG  (Costa  et  al., 
2001). 
De la même façon, la protéine AvtR codée par AFV1, un virus d’archées hyperthermophiles, réprime 
l’expression  de  son  propre  gène  gp29  et  agit  comme  activateur  d’un  autre  gène  gp30  grâce  à  la 
polymérisation sur l’ADN débutant aux sites principaux de liaison de AvtR (Peixeiro et al., 2013). 
 
    Discussion et perspectives 
219 
 
 
Figure 75 : Modèles de régulation de SvtR pour son propre gène (agit comme un répresseur) et un 
gène codant une protéine de capside (agit comme un activateur). (A) En se  liant au niveau du site 
d’initiation de  la  transcription,  le  répresseur SvtR empêche peut‐être  le  recrutement de  l’ARNP et 
donc  l’initiation de  la  transcription de  son propre gène.  (B)  La protéine  SvtR  se  lie à distance des 
régions promotrices du gène gp30 et polymérise  jusqu'à  recouvrir partiellement  la  séquence BRE. 
Elle active la transcription du gène par un mécanisme encore indéterminé. 
La  signification  biologique  de  ce  mécanisme  inhabituel  de  régulation  décrit  pour  SvtR  reste 
incertaine.  L’efficacité  de  polymérisation  de  SvtR  devrait  être  assez  sensible  à  la  concentration 
intracellulaire de la protéine. Les données transcriptomiques montrent la forte présence du transcrit 
de  gp08  jusqu’aux  phases  tardives  du  cycle  viral.  Il  peut  être  supposé  que  la  protéine  SvtR,  par 
ailleurs  très  stable dans  les  conditions  in  vitro,  s’accumulent progressivement  et  sa  concentration 
intracellulaire pourrait signaler au système le temps écoulé depuis le début d’infection.  Dans ce cas, 
SvtR peut jouer  le rôle d’une « horloge moléculaire » synchronisant par  l’activation ou  la répression 
de l’activité de ces promoteurs cibles différents stades du cycle viral. 
La suite de ce travail serait la mise en évidence de l’interaction supposée de SvtR et des facteurs TFB 
et  TBP.  Pour  cela,  nous  disposons  à  présent  d’anticorps  anti‐TBP  permettant  de  réaliser  des 
complexes  super‐shifts, en présence de TBP, TFB, SvtR et même de  l’ARNP. A  l’aide des anticorps, 
nous pourrons  identifier comment et dans quel ordre  la présence de SvtR  favorise  la  formation du 
complexe de pré‐initiation complet. Une autre  idée est de varier  les concentrations des facteurs en 
présence  de  SvtR  pour  observer  l’effet  sur  la  transcription.  Si  SvtR  recrute  le  facteur  TBP  par 
exemple, l’efficacité de transcription en présence de faible quantité de TBP devrait être augmentée, 
tandis qu’en présence de quantité excessive de TBP, cet effet ne sera plus aussi visible. Enfin, des 
expériences de transcription in vitro pourraient être conduites sur des promoteurs mutés. 
De  façon  plus  générale  et  à  plus  long  terme,  il  serait  intéressant  d’identifier  les  sites  réellement 
occupés par SvtR dans  les conditions  in vivo. La question se pose également sur  la participation de 
SvtR dans la régulation de l’activité des gènes de l’hôte au cours du cycle d’infection du virus SIRV.  Le 
ChIP‐on‐chip [ChIP (immuno‐précipitation de  la chromatine) utilisant des puces à ADN] ou    le ChIP‐
seq (ChIP suivi par du séquençage haut débit) qui sont parmi les techniques les plus puissantes pour 
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mapper  les sites de  liaison à  l’ADN d’un régulateur  transcriptionnel à  l’échelle du génome dans un 
contexte  in  vivo, n’ont que  rarement été  appliquées  aux  archées  (Schmid  et al., 2009; Duc  et al., 
2012; Song et al., 2013; Nguyen et al., 2013), malgré leur succès prouvé chez les systèmes eucaryotes 
et bactériens. 
Récemment, Nguyen‐Duc et al. ont développé une approche de ChIP‐on‐Chip avec des nanobodies® 
comme réactifs d’affinité (Nguyen‐Duc et al., 2012). Les nanobodies® sont des fragments d’anticorps 
avec un domaine unique dérivé des chaines  lourdes des camélidés (Nguyen‐Duc et al., 2012). Cette 
nouvelle technique a permis de révéler des sites opérateurs auxilaires dans l’ORF de Ss‐lrpB (Nguyen‐
Duc et al., 2012) et d’identifier soixante‐dix nouveaux sites de liaison pour le régulateur LysM dans le 
génome S. solfataricus, révélant que le régulateur LysM était un régulateur beaucoup plus polyvalent 
qu’initialement établi (Song et al., 2013). 
Il pourrait être envisagé de réaliser des expériences similaires chez S. islandicus infectée par le virus 
SIRV1/2 et  identifier  l’ensemble de cibles de SvtR. La même approche globale peut être également 
utilisée pour l’étude d’autres régulateurs viraux et cellulaires, comme Sta1. 
L’interaction entre SvtR et  l’ADN peut être plus  complexe que nous avons pensé  initialement.  Les 
observations réalisées sous microscopie électronique ont révélé  la présence de structures en forme 
de croix  impliquant deux molécules d’ADN reliées par   SvtR. Le centre de  la nucléation observée ce 
trouve très probablement dans la région d’ADN correspondant au site principal de fixation de SvtR. Il 
semble que SvtR possède  la capacité de  relier au moins deux molécules d’ADN dans un complexe 
stable in vitro. Il reste à démontrer l’existence de ces structures inter‐ ou intramoléculaires in vivo. Si 
c’est le cas, cela signifie l’existence d’une autre fonction très importante de SvtR, la participation à la 
structuration  du  génome  viral  au  cours  du  cycle.  La  Figure  76  présente  le modèle  hypothétique 
expliquant comment SvtR pourrait participer à la compaction du génome viral en une structure plus 
réduite.  Cette hypothèse peut être  vérifiée en observant sous microscopie de l’ADN cible linéaire et 
circulaire  contenant  non  pas  un mais  deux  ou  plus  sites  de  liaison  de  SvtR.  Si  les  deux  sites  de 
nucléations  interagissent même en étant sur  la même molécule, des structures en « γ » pour  l’ADN 
linéaire (Figures 76A1) et en « 8 » pour l’ADN circulaire (Figures 76A2) devraient être observées. Un 
tel  rôle des protéines de  la  famille RHH n’a  jamais été démontré auparavant et  le mécanisme de 
structuration du génome viral supposé par notre hypothèse est totalement inédit (Figure 76B).      
Les  gènes  codant  pour  des  protéines  putatives  de  liaison  à  l’ADN,  portant  le  motif  RHH  sont 
largement  représentés  dans  les  génomes  d’archées  et  de  leurs  virus.  Le mécanisme  de  contrôle 
impliquant  la  polymérisation  de  la  protéine  régulatrice  sur  la  matrice  d’ADN  aussi  bien  que  sa 
participation à  la structuration de  l’ADN pourrait être des mécanismes généraux répandus chez  les 
archées. 
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Figure  76 : Modèle  de  compaction  de  l’ADN  par  la  protéine  SvtR.  (A)  Structures  hypothétiques 
attendues sous microscopie avec une molécule  linéaire (A1) ou circulaire (A2) contenant deux sites 
de liaison de la protéine SvtR. (B) Modèle de compaction hypothétique du génome viral de SIRV1 par 
la protéine SvtR. L’ADN génomique  linéaire du virus SIRV1 contient de nombreux sites de  liaison de 
SvtR  (B1).  Si  les  sites  de nucléation peuvent interagir  entre  eux  (B2),  il  peut  être  supposé  SvtR 
participe à la transformation de l’ADN linéaire en une structure plus compacte  (B3). 
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La transcription chez  les Archées est réalisée et régulée par des protéines à  la fois eucaryotiques et 
bactériennes qui forment une mosaïque complexe. D’un côté,  la transcription est  initiée à  l’aide de 
facteurs généraux de transcription de type eucaryote associés à une ARNP qui ressemble beaucoup à 
l’ARNPII  eucaryote.  De  l’autre  côté,  la  transcription  est  contrôlée  par  des  régulateurs 
transcriptionnels dont  la majorité a des motifs de  liaison RHH ou HTH partagés avec  les Bactéries. 
Jusqu’à présent  l’existence de  régulateurs de  transcription  spécifiques  aux Archées n’a  jamais été 
confirmée.  
Au cours de ce travail, nous avons démontré que la protéine AFV1p06, codée par le virus d’archées, 
AFV1 et possédant un domaine de  liaison à  l’ADN de  type doigt de zinc C2H2 était capable de  lier 
l’ADN. Les  domaines  de  liaison  à  l’ADN  de  type  doigt  de  zinc  sont  habituellement  assimilés  aux 
protéines de liaison à l’ADN chez les eucaryotes. La caractérisation du premier exemple de ce type de 
régulateurs chez les archées indique que la régulation de transcription n’est absolument pas confinée 
aux  régulateurs de  type bactérien et des efforts  supplémentaires devraient être entrepris pour en 
découvrir et caractériser d’autres.   
En étudiant  la protéine régulatrice SvtR, codée par un autre virus d’archées, SIRV1, servant comme 
modèle pour l’étude de l’interaction hôte‐virus, nous avons identifié et caractérisé son régulon dans 
le génome viral et démontré qu’il s’agit d’un régulateur transcriptionnel très important dans le cycle 
de SIRV1 contrôlant  l’activité d’au moins quatre promoteurs. Ce  régulateur  transcriptionnel SvtR à 
double facette, à  la fois activateur et répresseur selon  le promoteur cible, agit sur certaines de ses 
cibles par un mécanisme original de polymérisation  lui permettant d’atteindre  le promoteur régulé. 
L’avantage de ce mécanisme reste incertain. Il peut être supposé que ce nouveau mécanisme permet 
une expression hiérarchisée des gènes viraux durant  le  cycle d’infection.  L’accumulation graduelle 
des protéines SvtR pendant  le développement du virus  régulerait d’après cette hypothèse certains 
gènes  viraux  de  façon  dépendante  de  sa  concentration,  agissant  ainsi  comme  une  « horloge » 
interne. 
Au cours de ma thèse, j’ai également développé des approches génétiques pour une souche modèle 
pour  l’étude des  interactions hôtes‐virus chez  les crénarchées, S.  islandicus LAL14/1. Le génome de 
cette souche est séquencé et annoté et il est désormais possible d’obtenir des mutants KO pour des 
gènes candidats choisis. Ainsi, le mutant ΔCRISPR_1, dont l’obtention ne représente que la première 
étape  dans  la  création  d’une  souche  de  S.  islandicus  LAL14/1  totalement  dépourvue  de  CRISPRs 
permettra de mieux comprendre  le rôle des CRISPRs chez  les archées. L’étude des gènes essentiels 
nécessite  le  développement  d’un  système  génétique  plus  sophistiqué  qui  peut maintenant  être 
réalisé  sur  la base des  résultats, des  souches et des approches méthodologiques développés dans 
cette thèse.    
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Annexe 1. C. Jaubert et al., Open Biology ‐ Supplementary figures 
 
Nodes families 
Present in S. islandicus 
pan‐genome 
 
Present in S. islandicus 
LAL14/1 
ISH3 transposases, ISC1200  142  3 
IS110 transposases, ISC1229  113  2 
CoA pathway genes  68  5 
ATPase  subunit  of  the  ABC 
transporters  63 
5 
IS1 transposases, ISC796  53  9 
IS607 transposases, ISC1921  48  0 
IS6 transposases, ISSis1 and ISSto2  48  2 
Putative molybdopterins   40  4 
 
Table  S1.   Functions  associated  to  the most  represented  nodes  in  the  S.  islandicus  pan‐genome  and  their 
representatives in S. islandicus LAL14/1. 
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Locus_tag  Predicted function 
SiL_0127  Hypothetical Protein 
SiL_0155  Hypothetical Protein 
SiL_0303  Hypothetical Protein 
SiL_0329  Hypothetical Protein 
SiL_0384  Hypothetical Protein 
SiL_0409  Hypothetical Protein 
SiL_0481 
Putative  Acyl‐coenzyme  A  synthetases/AMP‐(fatty) 
acid ligases  
SiL_0498  Hypothetical Protein 
SiL_0587  Putative methyltransferase small  
SiL_0600  CRISPR‐associated protein, Cmr3 
SiL_0601  CRISPR‐associated protein, Cmr2 
SiL_0603  CRISPR‐associated protein, Cmr5 
SiL_0604  CRISPR‐associated protein, Cmr1 
SiL_0614  Hypothetical Protein 
SiL_0630  Related to a CRISPR‐associated protein 
SiL_0657  Hypothetical Protein 
SiL_0686  Hypothetical Protein 
SiL_0706  Hypothetical Protein 
SiL_0762  Hypothetical Protein 
SiL_0794  Hypothetical Protein 
SiL_0799  Hypothetical Protein 
SiL_0810  Hypothetical Protein 
SiL_0818  Putative Glycosyltransferase 
SiL_0823  Hypothetical Protein 
SiL_0837  Hypothetical Protein 
SiL_0838  Hypothetical Protein; distantly related to ATV_gp71 
SiL_0839 
Membrane  protein  involved  in  the  export  of  O‐
antigen and teichoic acid 
SiL_0855  Hypothetical Protein 
SiL_0857  Hypothetical Protein 
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SiL_0860  Hypothetical Protein 
SiL_0874  Hypothetical Protein 
SiL_0876  Hypothetical Protein 
SiL_0890  Hypothetical Protein 
SiL_0909  Hypothetical Protein 
SiL_1006  Hypothetical Protein 
SiL_1086  Hypothetical Protein 
SiL_1316  Hypothetical Protein 
SiL_1318  Hypothetical Protein 
SiL_1322  Hypothetical Protein 
SiL_1325  Hypothetical Protein 
SiL_1330  Hypothetical Protein 
SiL_1477  Hypothetical Protein 
SiL_1655  Hypothetical Protein 
SiL_1730  Hypothetical Protein 
SiL_1761  Hypothetical Protein 
SiL_1951  Hypothetical Protein 
SiL_1973  Hypothetical Protein 
SiL_2104  Hypothetical Protein 
SiL_2115  Hypothetical Protein 
SiL_2365  Hypothetical Protein 
SiL_2366  Hypothetical Protein 
A 
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Locus_tag  Predicted function  
SiL_0408  Hypothetical protein 
SiL_0507  Hypothetical protein 
SiL_1048  Hypothetical protein 
SiL_1321  Conjugative plasmid protein 
SiL_1473  Fe‐S oxidoreductase  
SiL_1752  Hypothetical protein 
SiL_1913  Hypothetical protein 
B 
Locus_tag  Predicted function  
SiL_0405  Putative MarR family transcriptional regulator 
SiL_0602  CRISPR‐associated protein Cmr6 
SiL_0605  CRISPR‐associated protein Cmr4 
SiL_1009  Hypothetical protein 
SiL_1319  Predicted secreted endonuclease  
SiL_1320  Conjugative plasmid protein 
SiL_2368  Viral protein (SSV‐like) 
C 
Table S3. List of  the genes of S.  islandicus  LAL14/1  specific  to  (A) S.  islandicus  LAL14/1  (B) Sulfolobus;  (C) 
Crenarchaeota. 
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Word 
length 
Total 
number 
of 
distinct 
words Most underrepresented words  Most overrepresented words 
2  16 ag/ct; cc/gg  ac/gt; cg 
3  64 acg/cgt; cca/tcc; gga/tgg  aca/tgt; cga/tcg; gac/gtc 
4  256 
cagc/gctg;  catc/gatg;  cctc/gagg; 
gaaa/tttc 
attc/gaat;  cagg/cctg;  gaac/gttc; 
gagc/gctc; 
5  1024 aatcc/ggatt; aattc; catta; taagg; tgatg 
aatca;  agtaa;  attca;  catcc;  gaaac; 
ggatg; gtttc; tgaat; tgatt; ttact 
6  4096 
aaatta;  ctacta;  cttaac;  cttagc;  gcagga; 
gctaag;  gttaag;  taaaaa;  taattt;  tagtag; 
tcctgc; ttttta 
aaaaaa/tttttt;  aagtag;  ggtacc;  gttaac; 
gttatc; taatta 
7  16384 
atttttt;  caacttc;  cattttc;  gaaatag; 
gaatttg; gatactg; gattacg 
aaaaaaa/ttttttt;  catatta;  cattcta; 
taaatag; tagattg; taggatg; taggttg 
8  65536 
actataga/tctatagt;  attgaaag/ctttcaat; 
ctaatcta;  ctttgtgt;  taatctac;  tagaattg; 
tctactat; ttcaattc 
aaatctac; aatagaat; actatagt; cttgtacc; 
gattttac;  tagattaa/ttaatcta;  tctataga; 
ttgttgtt 
Table S4. Most under‐ and overrepresented words in the genome of S. islandicus LAL14/1. 
Some of the most exceptional words are shown and were selected according to their R’MES rank. Palindromic 
words are indicated as underlined words in italic characters. Words of length 6 to 8 related to CRISPR spacers 
are indicated in bold characters. The words are grouped with their reverse complement (word/ reverse 
complement) whenever relevant. 
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A 
 
Dot‐plot LAL14/1 vs REY15A 
Position  Description 
LAL 14/1  REY15A   
317.849 bp ‐ 
353.843 bp (36kb) 
721.233 bp ‐ 
768.241 bp 
(47,1kb) 
Inversion. Variable region. LAL14/1  ‐presence 
of CRISPRs family I 
353.843 bp ‐374.796 bp (21kb)  ‐  Absent in REY15A. 
374.796 bp ‐ 
736.187 bp 
333.277 bp ‐ 
721.233 bp 
Conserved in both strains. Variable region 
 
 
Dot‐plot LAL14/1 vs HVE10/4 
Position  Description  
LAL14/1  HVE 10/4   
344.209 bp ‐ 
381.042 bp 
(36,8kb) 
‐  Absent in HVE 10/4. 
LAL14/1 – contains CRISPRs family I 
‐  392.309 bp ‐  
 452.067 bp (59,8kb) 
Absent in LAL 14/1 
381.042 bp ‐  
871.850 bp (490,8kb) 
452.067 bp ‐ 
1.014.813 bp (562,7kb) 
Inversion. Variable region. Presence of CRISPRs 
of family III in LAL14/1. 
766.321 bp ‐ 
833.855 bp (67,5kb) 
‐  Absent in HVE 10/4. 
Contains 73ORFs including methyltransferase 
(20 ORFs) and glycosylase (11 ORFs) genes 
871.850 bp ‐ 
344.209 bp (1.957kb) 
1.014.813 bp ‐ 
 392.309 bp 
(2.032kb) 
Conserved in both strains. 
1.230.660 bp ‐ 
1.265.311 bp (34,7kb) 
1.374.116 bp ‐ 
 1.421.105 bp (47kb) 
Inversion. Contains 3 ARNt genes and 43 ORF of 
unknown function 
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(361,3kb)  (388kb) 
736.187 bp ‐842.637 bp 
(106,5kb) 
768.241 bp ‐874.957 bp 
(106,7kb) 
Inversion. Variable region. 
762.101 bp ‐806.736 bp 
(44,6kb) 
‐  Absent in REY15A. 
842.637 bp ‐875.499 bp 
(32,8kb) 
‐  Absent in REY15A. Contains genes vapBC and 
some genes coning for the ABC transporters. 
875.499 bp ‐ 
317.849 bp 
(1.907,5kb) 
874.957 bp  ‐ 
333.277 bp 
(1.981,3kb) 
Conserved in both strains. Well concerved in all 
S. islandicus. 
2.153.028 bp ‐ 
2.264.012bp 
(111kb) 
2.189.662bp ‐ 
2.313.104bp 
(123.4kb) 
Inversion 
B 
Table S5. Comparison of genome structures by dot‐plot analysis. (A) S. islandicus LAL14/1 vs HVE 10/4. (B) S. 
islandicus LAL14/1 vs REY15A. 
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S. islandicus strain    Position in the genome from..to..  Variable region size in kb 
LAL 14/1  282‐890  608 
HVE 10/4  294‐1019  725 
REY 15A  304‐891  587 
LD8.5  294‐1013  719 
LS2.15  310‐1078  768 
M14.25  302‐1001  699 
M16.27  296‐1090  794 
M16.4  310‐980  670 
YG57.14  300‐973  673 
YN15.51  2407‐1605  802 
Table S6.  Positions and sizes of variable regions in different strains of S. islandicus  
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Position 
tRNA type 
Anti‐codon  Intron start  End 
Intron 
994191..994264  Ala  CGC  ‐  ‐  No 
1484693..1484766  Ala  GGC  ‐  ‐  No 
1594052..1594125  Ala  TGC  ‐  ‐  No 
1570342..1570416  Arg  CCG  ‐  ‐  No 
1526901..1526988  Arg  CCT  1526940  1526952  Yes 
1353142..1353216  Arg  GCG  ‐  ‐  No 
1161877..1161951  Arg  TCG  ‐  ‐  No 
1568617..1568706  Arg  TCT  1568656  1568670  Yes 
1759525..1759611  Asn  GTT  1759574  1759561  Yes 
1633028..1633100  Asp  GTC  ‐  ‐  No 
1104887..1104959  Gln  CTG  ‐  ‐  No 
1432100..1432172  Gln  TTG  ‐  ‐  No 
1178938..1179030  Glu  CTC  ‐  ‐  No 
1376626..1376715  Glu  TTC  ‐  ‐  No 
1247049..1247124  Gly  CCC  ‐  ‐  No 
1431771..1431846  Gly  GCC  ‐  ‐  No 
1479146..1479221  Gly  TCC  ‐  ‐  No 
1638129..1638202  His  GTG  ‐  ‐  No 
996201..996286  Ile  GAT  996239  996250  Yes 
1057784..1057882  Leu  CAA  1057843  1057829  Yes 
1186783..1186867  Leu  CAG  ‐  ‐  ‐ 
111325..111409  Leu  GAG  ‐  ‐  No 
1188894..1188993  Leu  TAA  1188953  1188939  Yes 
1162261..1162345  Leu  TAG  ‐  ‐  No 
1678998..1679093  Lys  CTT  1679036  1679057  Yes 
1697966..1698062  Lys  TTT  1698004  1698026  Yes 
1365026..1365117  Met  CAT  1365065  1365081  Yes 
1632832..1632934  Met  CAT  1632871  1632895  Yes 
1185332..1185405  Met  CAT  ‐  ‐  No 
1230694..1230767  Phe  GAA  ‐  ‐  No 
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1486173..1486248  Pro  CGG  ‐  ‐  No 
1011465..1011561  Pro  GGG  1011505  1011525  Yes 
1760144..1760219  Pro  TGG  ‐  ‐  No 
1184871..1184978  Ser  CGA  1184908  1184931  Yes 
1759153..1759237  Ser  GCT  ‐  ‐  No 
1631494..1631577  Ser  GGA  ‐  ‐  No 
1476812..1476896  Ser  TGA  ‐  ‐  No 
1610286..1610373  Thr  CGT  1610325  1610337  Yes 
2207684..2207758  Thr  GGT  ‐  ‐  No 
1105124..1105213  Thr  TGT  1105163  1105177  Yes 
1736117..1736255  Trp  CCA  1736155  1736219  Yes 
1183357..1183445  Tyr  GTA  1183397  1183409  Yes 
1698229..1698303  Val  CAC  ‐  ‐  No 
1589773..1589847  Val  GAC  ‐  ‐  No 
1179203..1179277  Val  TAC  ‐  ‐  No 
Table S7. tRNA genes of S. islandicus LAL14/1  
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Strain 
Atypical coding genes % 
by genome 
Fraction of atypical coding 
genes in large variable 
region  
% of atypical genes 
situated in large variable 
region  
LAL14/1  21,4%  49,0% 55,2% 
REY15A  19,9%  46,4% 55,7% 
HVE10/4  18,9%  50,9% 63,2% 
LD85  22,6%  47,4% 48,4% 
YG5714  22,3%  51,1% 51,1% 
YN1551  21,5%  50,7% 62,5% 
M1425  12,4%  35,7% 59,9% 
LS215  17,0%  42,3% 59,9% 
M1627  14,4%  40,4% 68,8% 
M164  16,0%  40,9% 61,2% 
Table S8. CAG frequency and distribution in 10 S. islandicus genomes 
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Table S9. Positions of the three origins of replication oriC in different Sulfolobus genomes.  
 
   
Replication origin   OriC‐1  OriC‐2  OriC‐3 
Gene linked   cdc6‐1  cdc6‐3  whiP 
strains       
S. solfataricus P2  220kb  2Mb  740kb 
S. solfataricus 98/2  1,15Mb  800pb  1,65Mb 
S. tokodaii  322kb  2,16Mb  1,25Mb 
S. acidocaldarius  578kb  100pb  1,19Mb 
S. islandicus LAL 14/1  1,59Mb  800pb  1,15Mb 
S. islandicus HVE 10/4  1,75Mb  800pb  1,30Mb 
S. islandicus REY15A  1,6Mb  800pb  1,16Mb 
S. islandicus M16.4  1,73Mb  800pb  1,26Mb 
S. islandicus M16.27  1,83Mb  800pb  1,36Mb 
S. islandicus M14.25  1,75Mb  800pb  1,280Mb 
S. islandicus YG57.14  1,76Mb  800pb  1,25Mb 
S. islandicus YN15.51  863kb  800pb  1,31Mb 
S. islandicus LD8.5  1,82Mb  800pb  1,29Mb 
S. islandicus LS2.15  1,81Mb  800pb  1,34Mb 
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S. islandicus  
strains 
Number of  
vapBC loci 
Number of 
 HEPN‐NT* loci 
LAL 14/1  15  5 
HVE 10/4  18  5 
REY 15A  17   6 
LD8.5  21  6 (3) 
LS2.15  24  6 (1) 
M14.25  21  6 (1) 
M16.4  21  6 (1) 
M16.27  21  6 (1) 
YG57.14  20  6 
YN15.51  19  6 (1) 
 
Table S10. vapBC and HEPN‐NT loci in S. islandicus. The digits in brackets indicate the number of loci carrying 
at least one disrupted ORF; these copies of HEPN‐HT are considered to be non‐functional  
  REY 15A LS85 M1425 LS215 YG5714 YN1551 M1627 M164 HVE10/4 LAL14/1 
Genomic 
region 
Family I 
HEPN 
SiRe_094
7 LD85_1191 M1425_1074 LS215_1171 
YG5714_106
4 
YN1551_179
8 M1627_1138 M164_1063 SiH_1034 SiL_0948 
Conserved 
region 
NT 
SiRe_094
8 LD85_1190 M1425_1073 LS215_1170 
YG5714_106
3 
YN1551_179
9 M1627_1137 M164_1062 SiH_1035 SiL_0947 
Family II 
HEPN 
SiRe_093
8 LD85_1187 M1425_1070 LS215_1167 
YG5714_106
0 
YN1551_180
2 M1627_1134 M164_1059 SiH_1027 SiL_0944 
NT 
SiRe_093
9 LD85_1188 M1425_1071 LS215_1168 
YG5714_106
1 
YN1551_180
1 M1627_1135 M164_1060 SiH_1028 SiL_0945 
  HEPN 
SiRe_091
7       
YG5714_203
1 
YN1551_022
1         
  NT 
SiRe_091
8       
YG5714_203
0 
YN1551_022
2         
  HEPN 
SiRe_045
8 LD85_0337 M1425_0330 LS215_0355 
YG5714_033
3 
YN1551_272
5 M1627_0330 M164_0352 SiH_0331 SiL_0488 
Variable 
region 
  NT 
SiRe_045
9 LD85_0336 M1425_0329 LS215_0354 
YG5714_033
2 
YN1551_252
6 M1627_0329 M164_0351 SiH_0330 SiL_0487 
  HEPN 
SiRe_092
4 LD85_0452* 
M1425_0753
* LS215_0865 
YG5714_092
0 
YN1551_195
9 M1627_0758* M164_0795* SiH_1009 SiL_1923 
  NT 
SiRe_092
3 LD85_0451 M1425_0752 LS215_0864 
YG5714_091
9 
YN1551_196
0 M1627_0757 M164_0794 SiH_1008 SiL_1922 
  HEPN 
SiRe_090
2 LD85_1061* M1425_0454 LS215_0536 
YG5714_104
4 
YN1551_182
0 M1627_1098 M164_1041 SiH_0561 SiL_0783 
  NT 
SiRe_090
3 LD85_1060 M1425_0455 LS215_0535 
YG5714_104
3 
YN1551_181
9 M1627_1099 M164_1040 SiH_0562 SiL_0782 
  HEPN 
SiRe_073
1 LD85_0839* M1425_0456 
LS215_0829
* 
YG5714_096
5 
YN1551_089
2* M1627_0468 M164_0490     
  NT 
SiRe_073
0 LD85_0838 M1425_0458 LS215_0828 
YG5714_096
6 
YN1551_089
3 M1627_0469 M164_0491     
  HEPN   LD85_0841       
YN1551_206
2 M1627_0851       
  NT   LD85_0842       
YN1551_206
3 M1627_0852       
 
Table S11. Diversity of the HEPN‐NT gene pairs in 10 S. islandicus genomes  
* truncated version of corresponding genes 
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Sulfolobus species   ups operons  
SSP2  SSO0117  SSO0118  SSO0119  SSO0120  SSO0121 
SS98/2  Ssol98_02032  Ssol98_02037  Ssol98_02042  Ssol_1095  Ssol98_02052 
LAL 14.1  SiL_1862  SiL_1861  SiL_1860  SiL_1859  SiL_1858 
M.14.25  M1425_2008  M1425_2007  M1425_2006  M1425_2005  M1425_2004 
M.16.4  M164_2015  M164_2014  M164_2013  M164_2012  M164_2011 
M.16.27  M1627_2086  M1627_2085  M1627_2084  M1627_2083  M1627_2082 
HVE 10/4  SiH_1954  SiH_1953  SiH_1952  SiH_1951  SiH_1950 
L.S.2.15  LS215_2173  LS215_2172  LS215_2171  LS215_2170  LS215_2169 
L.D.8.5  LD85_2273  LD85_2272  LD85_2271  LD85_2270  LD85_2269 
REY15A  SiRe_1882  SiRe_1881  SiRe_1880  SiRe_1879  SiRe_1878 
Y.G.57.14  YG5714_2134  YG5714_2133  YG5714_2132  YG5714_2131  YG5714_2130 
Y.N.15.51  YN1551_0785  YN1551_0786  YN1551_0787  YN1551_0788  YN1551_0789 
S.tokodaii  ST1400  ST1399  ST1398  ST1397  ST1396 
S.acidocaldarius 
not 
annotated  Saci_1496  Saci_1495  Saci_1494  Saci_1493 
M.sedulla  Msed_2107  Msed_1193  Msed_2105  Msed_2104  Msed_2103 
 
Table S12.  Positions the operons ups  coding for the pili of type IV in Sulfolobales 
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    S. islandicus strains 
    HVE 10/4*  REY 15A*  LAL 14/1 
Family  Element  Intact orf  
 
Total  Intact orf  
 
Total  Intact orf  
 
Total 
(variable) 
IS1    ISC796 
1 4 0 5 1 (0) 9 (2) 
IS5  ISC1058 
0 1 0 2 0 3 (0) 
IS5  ISC1234 
5 7 6 8 0 0 
IS6    ISSis1 
1 2 1 2 0 0 
IS6  ISSto2 
4 5 2 4 0 2 (1) 
IS110    ISC1190 
0 1 1 3 0 3 (0) 
IS110    ISC1229 
9 10 2 4 1 (0) 2 (1) 
IS110    ISSto4 
0 0 0 0 1 (1) 1 (1) 
IS200/605  ISC1733 
2 2 8 8 4 (2) 4 (2) 
IS256  ISC1332 
1 1 1 1 0 1 (1) 
IS605  OrfB 
17 18 18 19 10 12 (10) 
IS607  ISC1921 
0 0 1 1 0 0 
IS630  ISC1048 
0 12 0 10 0 8 (4) 
IS630  ISC1078 
0 1 0 1 0 0 
IS630  ISC1395 
0 0 1 2 0 2 (2) 
ISH3  ISC1200 
3 7 11 22 0 3 (2) 
ISCNY  ISC1205 
2 4 0 3 0 3 (3) 
ISL3  ISC1043 
0 1 0 1 0 0 
Total   
45 76 52 96 7 53 
 
Table S13. Comparison of the IS content of the genomes of three S. islandicus strains isolated from Iceland.  
* data from Guo et al.,  J Bact 2011;193(7):1672‐1680. 
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  *HVE 
10/4 
*REY15A  LAL 
14/1 
LD8.5  LS2.15  M14.25  M16.27  M16.4  YG57.14  YN15.51 
SM3A  2(1)  2(1)  11(7)  3(2)  3(2)  3(2)  4(4)  4(3)  3(2)  2(1) 
SMN1  9(8)  7(7)  9(9)  0  0  2(2)  1  5(4)  0  0 
   
Table S14  MITEs distribution in S. islandicus. In brackets the number of MITEs situated in the variable region.  
* ‐ as published by Guo et al.,  J Bact 2011;193(7):1672‐1680. 
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Spacers  Putative targets 
Targeted ORF Length of spacer 
vs. target  
Number of 
mismatches 
1_11 
SIRV1 VIII 
ORF98  45/45 0
1_36 
SIRV2  ORF119c 39/39 2
SIRV1 XX  ORF119  39/39 3
SIRV1 VIII  ORF117  39/39 3
1_66  SIRV1 XX  ORF112  41/41 4
SIRV1 VIII  ORF112  41/41 4
1_77  SSV2  ORF72  45/45 1
1_83 
SIRV2  ORF436  38/44 3
SIRV1 XX  ORF440  38/44 4
SIRV1 VIII  ORF440  38/44 4
1_85  STIV2  STIV2_B265 37/40 3
1_86 
SSV7  SSV7_D336 40/41 2
SSV2  ORF328  40/41 2
2_3  SIRV2  ‐  41/46 5
2_6  pING1  ORF1042 40/42 2
pSOG2  ORF1094 42/42 3
2_13  STIV2  STIV2_F98 39/39 1
2_38  SSV2  ORF328  40/40 1
2_40  pXZ1  ORF82  38/40 2
2_58 
SIRV1  ORF1070 40/40 1
SIRV1 XX  ORF1070 40/40 5
SIRV2  ORF1070 40/40 5
2_64  STIV2  STIV2_C141STIV2_E65  34/39  1 
2_67 
pLD8501  LD85_3160 41/42 2
L.D.8.5  LD85_1584 41/42 2
pAH1  ORF78  41/42 2
M.16.27  M1627_1565 42/42 3
98/2  Ssol_1586 42/42 4
P2  ‐  42/42 4
2_83 
M.14.25  M1425_1876 41/41 4
M.16.4  M164_1349 41/41 5
Y.N.15.51  YN1551_0201 41/41 5
Y.G.57.14  YG5714_2694 41/41 5
2_88  SIRV1 XX  ‐  35/39 1
SIRV1  ‐  35/39 1
2_92  pARN4  ‐  40/42 3
2_93  pARN3  ORF609  41/41 0
2_98  SIRV1 XX  ORF1070 41/41 1
SIRV2  ORF1070 41/41 2
2_112 
SIRV1 VIII  ORF356  41/42 2
SIRV1 XX  ORF356  41/42 2
SIRV2  ORF356  41/42 3
2_113  M.16.45  CRISPR region 40/41 2
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M .16.43  CRISPR region 40/41 2
3_8  SIRV1 XX  ORF335  34/34 2SIRV1 VIII  ORF335  34/34 2
4_1  SIRV1 XX  ORF105  33/33 1SIRV1  ORF90  33/33 1
4_5 
SIRV1 XX  ORF74  36/36 2
SIRV VIII  ORF84a  36/36 2
LS2.15  CRISPR  34/36 2
4_6 
SIRV2  ORF309/158a 36/36 2
SIRV1 XX  ORF417/158b 36/36 3
SIRV VIII  ORF417/158b 36/36 3
4_17 
SIRV1 XX  ORF356  36/36 1
SIRV1 VIII  ORF356  36/36 1
SIRV2  ORF356  35/36 2
5_1 
SIRV1 XX  ORF440  37/37 0
SIRV1 VIII  ORF440  37/37 0
SIRV‐2  ORF436  37/37 3
5_2  SIRV2  ORF56b/119c 38/38 2
5_3  SIRV2  ORF156  32/35 1
SIRV1 XX  ORF156  33/35 2
5_6 
SIRV2  ORF436  36/39 1
SIRV1 XX  ORF440  35/39 1
SIRV1 VIII  ORF440  35/39 1
5_7 
SIRV1 XX  ORF105  33/33 1
SIRV1 VIII  ORF105  33/33 1
SIRV2  ORF102  33/33 2
 
Table S15. Spacers/targets correspondence for the CRISPRs of S. islandicus LAL14/1. For the spacers shorter 
than  targets only  the  spacers corresponding  to 85% or more of  the putative  target  length  retained. Spacers 
with 100% of correspondence to the targets are in bold.    
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Supplementary Figures  
 
Figure  S1.  S.  islandicus  pan  genome  analysis.  The  histogram  indicates  the  number  of  genes  shared  by 
indicated number of  S.  islandicus  genomes. Plot 1  – unique  genes present  in only one  from 10  genomes 
(singletons); plot 10 – number of ubiquitous genes shared by all S. islandicus (core genome).  
 
 
Figure S2. Singleton distribution in ten S. islandicus strains.    
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Figure S3  . Representation of the word ACTATAGA  in the LAL14/1 genome.   The word counts are  indicating 
along the genome sequence by gray bars. Red curve represents the skew of the word ACTATAGA; green curve 
shows the skew of ACCA indicating the positions of the replicationorigins, marked as circles. The hyper‐variable 
region is represented by a pink rectangle.  
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A.  
 
B.  
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Figure S4. Dot‐plot comparison of (A) S. islandicus LAL14/1 vs HVE10/4 and (B) LAL14/1 vs REY15A. 
Commented  in Table S4. 
 
 
 
Figure  S5.  Remnants  of  fuselloviral  genomes  in  different  S.  islandicus  strains.  Equivalent  genomic  loci  of 
selected S. islandicus strains encompassing remnants of SSV‐like proviruses are aligned; linearized genome map 
of fusellovirus SSV2 is also included in the alignment. Pairwise tblastx hits between the corresponding loci are 
illustrated by different shades of grey (the identity scale is included in the figure). Genome accession numbers 
of  the  depicted  S.  islandicus  strains  are  provided  below  the  corresponding  strain  names.  Homologues  
of fuselloviral genes, blue arrows; non‐viral genes, red arrows; tRNA Thr [GGT] genes, green rectangles. 
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A. 
 
B.  
Figure S6. Identification of origins of replication in S. islandicus LAL14/1 genome by (A) approach Z‐curve; (B) 
ACCA plot. Arrows  indicate  the positions of some conserved genes  linked  to  three oriC. The position of  long 
variable region is indicated by shadow rectangle.    
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Figure S7. Phylogenetic tree of the proteins of Ups family in Sulfolobales 
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Annexe 2. Guillière et al., PlosOne ‐ Supplementary figures 
    
Annexes     
292 
 
    
    Annexes 
293 
 
 
